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Introduction générale 
A partir de la fin du XIXème siècle, les matières précieuses et semi-précieuses 
(ivoire, os, écaille de tortue…) vont progressivement être remplacées par des matières 
plastiques issues dans un premier temps de polymères naturels telles que la cellulose ou 
la caséine. Ces matériaux, dit plastiques artificiels, vont être moulés et modulés et offrir 
un large éventail de possibilités d’application. Ainsi, dans un premier temps en 1862, 
Alexander Parkes présente la Parkesine à l’exposition universelle de Londres, un nouveau 
matériau obtenu par la dissolution de la nitrocellulose dans l’alcool. Trop onéreux par la 
présence d’alcool dans sa composition, la Parkesine a tendance également à se déformer 
et se fissurer. En 1869 apparait le celluloïd inventé par les frères Hyatt qui contient du 
nitrate de cellulose végétale et un agent plastifiant, du camphre. Ce matériau étant 
inflammable, son utilisation est limitée, il est utilisé dans la fabrication de balles de tennis 
de table, de boules de billard et dans l’industrie cinématographique. Quelques années plus 
tard, en 1889, le chimiste français Auguste Trillat fabrique de la galalithe (de gala « lait » 
et lithos « pierre ») par durcissement de la caséine coagulée à l’aide du formol. Cependant, 
ce n’est qu’en 1897 que les applications pour ce matériau sont développées ; Wilhelm 
Kirsche et Adolf Spitteler posent un brevet sur la fabrication de cette matière. Plus dure 
que la corne, plus brillante que l’os, imitant l’ivoire et colorable, la galalithe ou erinoid (en 
Angleterre) ou aladdinite, karolith, kyloid et ameroid (aux Etats-Unis), est utilisée entre 
autres pour la fabrication de boutons, boucles, stylos, manches de couteaux. A partir du 
début du XXème siècle, les plastiques synthétiques apparaissent et outrepassent 
largement tout autre production. Ils sont issus de la réaction de produits intermédiaires 
obtenus à partir du charbon ou du pétrole. Depuis, les matériaux plastiques se développent 
et se diversifient pour occuper à présent un espace considérable de notre quotidien. La 
production de matières plastiques a atteint 322 millions de tonnes en 2015, soit une 
progression annuelle de 3,8% (source : PlasticsEurope). Les plastiques synthétiques ont 
de nombreux avantages et sont facilement transformables, ce qui leur vaut leur succès. Ils 
sont plus légers à résistance égale que l’acier ou l’aluminium et insensible à la corrosion. 
La fabrication de composites permet des avancées technologiques conséquentes. Leurs 
performances aussi variées soient elles sont appliquées dans de nombreux domaines tels 
la santé, le bâtiment, l’automobile, l’aérospatiale, l’emballage, la décoration, la 
bureautique, le sport… 
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Cependant, de nouvelles problématiques sont apparues quant à la fabrication et 
l’utilisation de ces plastiques. Certains composants (phtalates, Bisphénol A…) toxiques 
pour la santé et l’environnement sont largement décriés par la société et proscrits de la 
formulation. La production mondiale croissante en plastiques synthétiques pose 
également des problèmes liés à la pétrochimie et au devenir des plastiques usagés. La 
prise de conscience, notamment dans les sociétés occidentales, des enjeux 
environnementaux se développe et incite à de nouveaux progrès. Une utilisation raisonnée 
des matériaux, une amélioration du recyclage et de la biodégradabilité, et l’utilisation de 
matières premières non toxiques et renouvelables sont les points clés d’un développement 
durable de matières plastiques pour notre quotidien. L’industrie des matières plastiques 
tend à se rapprocher de ce qui se faisait précédemment jusqu’au XXème siècle, en utilisant 
davantage de ressources renouvelables pour la fabrication de matières plastiques 
biosourcées. La Figure 0-1 suivante montre les capacités de production mondiales 
croissantes des bioplastiques ainsi que les prévisions sur les prochaines années. Même si 
ces bioplastiques ne représentent pour le moment que 1% des plastiques produits 
annuellement, le marché augmente déjà de 20 à 100% par an. 
 
Figure 0-1 : Capacité de production de bioplastiques en 2015 et 2016 et prévision jusqu'en 2021 (source : 
European Bioplastics) 
Techniquement, un grand nombre de ressources renouvelables ont pu être transformées 
en matière plastique mais très peu sont commercialisées. En effet, en excluant les 
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composites (notamment avec ajout de polymères synthétiques), les matériaux biosourcés 
sont souvent transformés en films par voie dite « humide » ou « solvant ». Ce procédé 
consiste à dissoudre la matière dans un solvant qui est ensuite évaporé pour former un 
film. Cette technique très décrite en littérature est aisément applicable en laboratoire 
mais, l’est beaucoup moins à l’échelle industrielle. En outre, de par l’utilisation de solvants 
(même s’il s’agit souvent d’eau) et de par l’étape d’évaporation de ce dernier, cela en fait 
une méthode en contradiction avec les valeurs environnementales recherchées pour ce 
type de matériaux. 
Dans ce contexte général, des travaux de recherche pour le développement et la 
compréhension de nouveaux matériaux biosourcés et biodégradables sont primordiaux. Il 
est également intéressant de constater l’essor des matériaux et films comestibles. En effet, 
l’utilisation de ressources renouvelables souvent naturelles et comestibles, permet de 
produire un matériau avec une valeur ajoutée supplémentaire, la comestibilité. Face aux 
nouveaux modes de consommation, l’industrie agroalimentaire est très intéressée par ce 
genre de matériau. De plus, de la matière première au consommateur, les aliments 
peuvent être affectés par leur environnement. Des altérations physiques, chimiques et 
microbiologiques peuvent altérer la qualité de la denrée, voir la rendre impropre ou 
dangereuse à la consommation. Dans le secteur agroalimentaire, les travaux de recherche 
s’orientent encore plus spécifiquement vers des matériaux fonctionnalisés composés 
notamment d’agents actifs permettant la protection des denrées alimentaires. 
Le travail présenté dans ce manuscrit a pour objectif de développer d’un matériau 
comestible par une technologie facilement industrialisable, l’extrusion. Ce n’est que depuis 
une dizaine d’années que cette technologie est développée et appliquée sur des matériaux 
comestibles (Figure 0-2, A). De la même manière, depuis la dernière décennie, l’étude de 
films fonctionnalisés et notamment antimicrobiens a connu un essor considérable (Figure 
0-2, B).  
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Figure 0-2 : Nombres de publications scientifiques publiées par année en fonction des mots clés A : "edible", " 
film" et "extrusion" ; B : "edible", "film" et "antimicrobial" (recherche sur web of science à la date du 21/08/2017) 
Les attentes sociétales et environnementales concernant l’industrie des matières 
plastiques poussent vers un retour à l’utilisation de ressources renouvelables ; or, la 
caséine, protéine majoritaire du lait, a déjà connu un âge d’or au début du XXème siècle 
avec la commercialisation de la galalithe et se trouve être une protéine filmogène, 
disponible et aisément extractible. La caséine est donc une matière première de choix pour 
la production de matériaux. De nombreux auteurs ont développé des films et composites à 
partir de caséine par voie solvant à l’échelle du laboratoire et depuis quelques années, des 
films ont même pu être produits par extrusion et extrusion gonflage au sein du laboratoire 
d’Ingénierie des Matériaux Polymère à Saint Etienne. Ce savoir-faire a d’ailleurs été 
breveté (Patent WO2012010421, 26/01/2012) et a donné naissance à la société Lactips 
produisant des films hydrosolubles à partir de caséine. Cependant, dans la littérature, une 
confusion apparaît parfois concernant le terme « caséine » car malgré une même origine, 
cette protéine peut être obtenue par différentes méthodes d’extraction (notamment 
coagulation acide ou enzymatique) suivi d’un traitement chimique ou non (neutralisation 
par des hydroxydes) ce qui affecte leurs structures primaires et leurs caractéristiques 
(liaisons chimiques, structures, présence de minéraux). Une fois cette distinction faite, on 
peut s’apercevoir que les caséinates (caséine extraite par coagulation acide puis 
neutralisée par ajout d’hydroxyde de sodium, potassium ou calcium) ont été fortement 
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étudiés en voie humide et en extrusion pour le développement de films hydrosolubles 
(Figure 0-3). Par contre, les autres types de caséine (caséine présure et caséine acide), qui 
sont insolubles sont très peu utilisées comme le montre la Figure 0-3. 
 
Figure 0-3 : Nombres de publications scientifiques sur web of science jusqu'au 21/08/2017 concernant les 
différentes caséines (caséine acide, caséine présure et caséinate), le terme "film" et le terme "extrusion" 
Enfin, l’intérêt pour les caséines dans ces travaux de recherche est également poussé vers 
le développement industriel car l’industrie fromagère est demandeuse de matériaux à base 
de caséine pour servir d’étiquette de traçabilité des fromages d’appellation d’origine 
protégée. 
C’est en partant de l’ensemble de ces constats que mes travaux de recherche ont commencé 
afin de répondre aux problématiques suivantes : 
 Quel impact le type de caséine et la méthode d’extraction de celle-ci ont-ils sur les 
caractéristiques d’un matériau produit par le procédé d’extrusion bivis ? 
 Une matrice caséine transformée par extrusion peut-elle servir de support à des 
molécules actives antimicrobiennes et avec quel potentiel ? 
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Deux laboratoires de la région Rhône-Alpes ont collaboré dans ce projet pour apporter leur 
expertise dans ce projet pluridisciplinaire : 
 Dans le laboratoire d’Ingénierie des Matériaux Polymères (IMP@UJM) à Saint 
Etienne, les différentes formulations présentées dans ce manuscrit ont été 
produites par extrusion bivis et ont ensuite été caractérisées (propriétés 
mécaniques, propriétés physiques et biodégradabilité). 
 Dans le laboratoire de Bioingénierie et Dynamique Microbienne aux Interfaces 
Alimentaires (BioDyMIA) à Bourg en Bresse, le matériau a été également 
caractérisé d’un point de vue physico-chimique et son potentiel en tant que support 
de molécules actives antimicrobiennes a été évalué. 
Ce manuscrit présente les recherches et développements effectués dans ces deux 
laboratoires. Le document s’articule autour des différentes problématiques rencontrées, 
présentées ici en quatre chapitres repris dans la Figure 0-4 : 
 Dans un premier temps, une étude bibliographique, permet d’observer le contexte 
de cette étude en partant de la nécessité industrielle (étiquette de traçabilité en 
fromagerie) et plus généralement l’intérêt des biopolymères ; puis, en se focalisant 
sur les matériaux comestibles à usage alimentaire et notamment fonctionnalisés 
(propriétés antimicrobiennes) pour enfin évaluer le potentiel des caséines pour le 
développement de matériaux comestibles, biodégradables et antimicrobiens.  
 Dans le second chapitre, une étude comparative mise en place entre différents types 
de caséines commercialisées (caséine présure, caséine acide, caséinate de sodium) 
permettra une meilleure compréhension des relations structures/propriétés dans 
des matériaux produits exclusivement par extrusion. 
 Le troisième chapitre, en utilisant un matériau extrudé à base de caséine présure 
comme support de conservateurs alimentaires (sels d’acides organiques) permettra 
d’établir le potentiel de cette matrice et des agents actifs sur une souche modèle 
d’Escherichia coli. En se plaçant notamment dans des conditions typiques de caves 
d’affinage de fromagerie (forte humidité et température de 15°C), les propriétés 
antimicrobiennes apportées par ces conservateurs sous ces conditions spécifiques 
ont été déterminées avant d’appliquer les résultats obtenus sur la capacité 
antimicrobienne du matériau cette fois support des agents de conservation. 
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Figure 0-4 : Organisation générale des chapitres du manuscrit 
 Enfin, dans un quatrième chapitre, le développement de matériaux composites à 
base de caséine et de cires sera décrit. Protéine hydrophile, la caséine forme une 
matrice très sensible à l’humidité, ce qui peut affecter son potentiel antimicrobien 
et notamment le relargage de molécules actives par gonflement induit par l’eau. 
L’extrusion de matériaux composites a été testée à partir de caséine présure et de 
différentes cires (cire d’abeille, cire de candelilla et cire de carnauba) censées 
apporter un caractère hydrophobe. Une étude comparative de ces matériaux 
composites a mis en évidence l’impact de l’origine de la cire sur les propriétés 
physico-chimiques et mécaniques. Le potentiel antimicrobien des sels d’acides 
organiques a été de nouveau analysé avec cette fois la présence de composés 
hydrophobes dans la matrice de caséine. 
 En parallèle des deux derniers chapitres, des expérimentations axées plus 
spécifiquement sur l’application possible sur des fromages ont été réalisées afin de 
tester les matériaux actifs ainsi développés. 
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Figure I-1 : Organisation générale du manuscrit - Chapitre I 
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Chapitre I : Synthèse bibliographique 
 
I.1 La traçabilité en fromagerie 
I.1.1 Aspect législatif concernant les fromages AOP 
La traçabilité des produits alimentaires est primordiale afin de justifier de la 
qualité organoleptique et sanitaire de ces denrées. Les consommateurs sont conscients du 
marquage apposé sur le fromage avant la vente en direct indiquant notamment la 
dénomination commerciale du produit (« business to consumer ») représenté par des 
étiquettes non comestibles mais aptes au contact alimentaire. Ces étiquettes contiennent 
des informations telles la dénomination, la teneur en matière grasse, la DDM (Date de 
Durabilité Minimale), les informations sur le fabricant, la provenance et la marque de 
salubrité. Cependant, une traçabilité est déjà mise en place par un autre marquage pour 
les fromages dit d’Appellation d’Origine Protégée (AOP) en aval pour une traçabilité en B 
to B (Business to Business), généralement entre des affineurs et leurs grossistes et 
revendeurs.  
Dans le cadre des fromages AOP, la législation française et européenne décrit l’utilisation 
de plaques de caséine pour la traçabilité de fromages bien spécifiques. En effet, depuis 
plus de 30 ans en France, des plaques de caséine sont apposées sur des fromages AOP afin 
de prouver la qualité de ce type de fromage et de prouver le respect du cahier des charges 
par le décret du 18 mars 1982, l’arrêté du 8 septembre 1983 et l’arrêté du 28 novembre 
2007 [1]–[3]. De nombreux arrêtés français et règlements d’exécution européens ont été 
ajoutés au fur et à mesure à la réglementation française du 8 septembre 1983 et à la 
réglementation européenne relative à la protection des indications géographiques et des 
appellations d’origine des produits agricoles et des denrées alimentaires [1], [4]. Il est 
demandé dans ces articles de rendre obligatoire l’apposition d’une marque en caséine 
incorporée au fromage pendant la fabrication avec des caractéristiques précises (couleur, 
taille et informations d’identification). Cette étiquette en caséine permet d’améliorer la 
traçabilité du produit, d’attester la région d’origine et d’établir une relation entre chaque 
lot de lait reçu, conforme aux exigences constantes du cahier des charges.  
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I.1.2 Exemples d’étiquetage des fromages AOP 
Le règlement (CE) N° 510/2006 relatif à la protection des indications géographiques 
et des appellations d’origine des produits agricoles et des denrées alimentaires est sollicité 
par les syndicats interprofessionnels pour modification et enregistrement du cahier des 
charges des fromages AOP qui impose à ce moment-là un marquage par plaques de caséine 
pour la traçabilité [4], [5]. 
En plus de leur rôle de protection des AOP et de traçabilité, les étiquettes en caséine 
imposées par arrêtés sont approuvées par les groupements ou syndicats de producteurs, 
lesquels les mettent à la disposition des producteurs des fromages concernés afin de mieux 
suivre les quotas de ces fromages de grande qualité et de contrôler l’avenir de la filière par 
la limitation des quotas pour ne pas déséquilibrer le marché. 
Le Comté est le fromage français AOP le plus commercialisé avec environs 54 704 tonnes 
commercialisées en 2015 (source Chiffres clés 2015, ODG, INAO/CNAOL). La plaque de 
caséine verte placée sur les fromages de Comté permet une meilleure traçabilité et permet 
au Comité Interprofessionnel de Gestion du Comté (CIGC) une meilleure maîtrise des 
quantités produites. Cette plaque est composée de caséines et de chlorophylle naturelle 
afin d’obtenir des étiquettes biocompatibles avec le fromage. Dans le cas du Comté, une 
plaque de caséine verte, de forme ovale de dimensions 105 mm par 60 mm, indiquant 
l’origine France, l’appellation Comté, le mois et l’année de fabrication, le code du 
département et le code de la fruitière. La typographie elle-même de ces informations est 
réglementée (modèle d’inscription, taille des lettres…). Deux autres plaques de caséine 
transparentes quant à elles entourent la plaque verte et indiquent le jour de fabrication 
et le numéro de cuve (Figure I-2). Ces différentes caractéristiques sont décrites dans 
l’arrêté du 8 septembre 1983 [1]. 
Figure I-2 : Plaques de caséine vertes sur des fromages de Comté 
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Le Reblochon est également un fromage AOP commercialisé à près de 16 000 tonnes en 
2015 (source ODG, INAO/CNAOL). Le Reblochon bénéficie depuis 1958 d’une Appellation 
d’Origine Protégée correspondant à un cahier des charges spécifiques permettant de 
garantir l’origine, la traçabilité et la qualité du fromage auprès des consommateurs. Des 
étiquettes en caséine verte ou rouge selon s’il s’agit d’un Reblochon fermier ou laitier [6] 
sont incorporées au fromage lors de sa fabrication comme décrit dans la Figure I-3. 
Sur de nombreux autres fromages français tels le Chevrotin, l’Abondance, le Beaufort, le 
Salers, le Morbier … un marquage en plaques de caséine est obligatoire pour prouver la 
qualité en réponse aux cahiers des charges établis et permettre la traçabilité des denrées.  
Des fromages italiens comme le Grana Padano ou l’Asiago [7] ; des fromages espagnols 
tels le Queso Manchego et l’Idiazabal [8] ; ou encore portugais avec l’exemple du Queijo 
Serra da Estrela [9] sont des fromages d’Appellation d’Origine Protégée répondant à un 
cahier des charges et dont le marquage par une étiquette en caséine est obligatoire. 
Figure I-3 : Fabrication des Reblochons fermiers et laitiers que l'on distingue par une 
étiquette en caséine verte ou rouge (plaquette publicitaire du syndicat interprofessionnel 
du reblochon) 
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I.1.3 Fabrication et dépôt du marquage obligatoire en caséine sur les fromages 
I.1.3.1 Fabrication des plaques de caséine 
Deux entreprises dans le monde fournissent les industries fromagères avec ce 
biomatériau à base de caséine : Het Kaasmerk–Matec et Labelys. Ces entreprises 
produisent des plaques de caséine pour le marquage obligatoire officiel de certains 
fromages AOP mais, ils peuvent aussi fournir des plaques de différenciation avec un rôle 
marketing ou des plaques avec un rôle plus technique comportant nombre, numéro de série 
ou QR code par exemple comme outils de gestion de la production et aide à la traçabilité 
(Figure I-4). 
 
  
Figure I-4 : Exemples de plaques de caséines commercialisées 
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La fabrication actuelle des plaques de caséine est réalisée par un procédé en batch comme 
présenté dans le schéma en Figure I-5. La matière première qui est la caséine présure sous 
forme de poudre est mélangée à des matières d’origine végétale (glycérol et éthanol) qui 
permettront la production d’un polymère plastifié dans un moule sous pression à 90°C. La 
matière reste sous pression pendant 5 heures pour former un bloc de 200 kg 
(correspondant à environs 43 000 plaques de type Comté par exemple). Les blocs sont 
stockés et maturés une quinzaine de jours pour qu’ils durcissent par séchage et perte d’eau 
avant d’être découpés sur une dérouleuse, pour obtenir des bobines d’une longueur 
d’environ 600 mètres. Le rouleau ainsi obtenu est ensuite transféré sur une banderoleuse 
afin d’obtenir des laizes de 15 cm. Ces laizes sont ensuite perforées afin de faciliter 
l’évacuation du lactosérum de la plaque de caséine au moment du moulage du fromage et 
ainsi garantir une meilleure adhésion de la plaque sur le fromage. Viennent ensuite les 
étapes de découpe et d’impression des étiquettes selon la règlementation en vigueur ou 
selon la demande des clients. 
  
Figure I-5 : Schéma représentant le procédé de production actuel des plaques de caséine 
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I.1.3.2 Dépôt des plaques de caséine 
Quel que soit le type de fromage, pâtes pressées cuites ou non ou pâtes molles à 
croûte fleurie ou lavée, les plaques de caséine sont apposées la plupart du temps 
manuellement sur le caillé au moment du moulage (voir Figure I-6). Cette étape est 
propice à la dépose de l’étiquette car grâce à la forte teneur en eau du caillé à ce moment-
là, l’étiquette aura une bonne adhésion sur le fromage. 
 
 
 
De nombreux fromages AOP nécessitent un affinage (période de maturation) plutôt long 
(4 à 24 voire 36 mois dans le cadre du Comté). Au cours de l’affinage, les fromages vont 
développer leurs goûts, saveurs et textures particulières. Dans les caves d’affinage, des 
conditions particulières de température et d’humidité permettent l’évolution du fromage 
par des transformations biochimiques et microbiologiques. Entre autres phénomènes, le 
sel du caillé migre dans la pâte et l’extérieur du fromage s’assèche pour donner naissance 
à la croûte. Les soins apportés aux fromages, les conditions des caves et les planches sur 
lesquelles reposent les fromages, apportent la flore microbienne complexe qui continuera 
à développer les saveurs, l’aspect et la texture du fromage en question [10], [11]. 
  
Figure I-6 : Dépose manuelle de plaques de caséine sur un Emmental Grand Cru 
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Lors de l’affinage, la flore microbienne complexe se sert du fromage comme substrat mais, 
également de la plaque de caséine. La problématique industrielle, en partie à l’origine de 
ce projet, est la lisibilité des plaques de caséine pour des affinages « longs ». En effet, le 
Comté par exemple, possède une étiquette en caséine verte comportant les informations 
essentielles concernant sa traçabilité comme imposées par la loi mais, celle-ci est déjà 
difficilement lisible après une semaine d’affinage et clairement recouverte et illisible après 
3 mois d’affinage (voir Figure I-7). 
 
Le matériau de remplacement visé dans ce projet correspond ainsi à différentes attentes 
industrielles. Tout d’abord, l’élaboration d’un procédé de fabrication moins coûteux et 
continu pour la fabrication d’étiquettes permettrait de répondre à une attente économique 
des industriels. L’amélioration de la traçabilité alimentaire par la fabrication d’un 
matériau actif par des solutions naturelles pour améliorer la conservation des aliments 
(clean label) sera également une priorité dans ce projet.  
Le travail étant basé sur la protéine majoritaire du lait, la caséine, avec des visées 
agroalimentaires, le matériau biosourcé créé sera produit de manière à être biodégradable 
et comestible. Ces caractéristiques donneront à ce matériau un potentiel intéressant pour 
de nombreuses applications en emballage ou étiquetage en agroalimentaire (viande, 
produits secs, …). Afin de saisir l’impact du choix des caséines comme matière première 
pour ce type de matériau, il convient d’évaluer les autres matériaux similaires déjà étudiés 
ou commercialisés. 
  
Figure I-7 : Evolution du Comté et de sa plaque de caséine au cours de l'affinage en cave 
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I.2 Les biopolymères 
I.2.1 Lexique des « bio » concepts 
Le terme « biomatériau » aurait pu être utilisé dans ce chapitre mais, un 
biomatériau est généralement défini par l’application jusqu’à présent majoritairement 
commercialisée (car forte valeur ajoutée) dans le domaine biomédical, c’est-à-dire qu’un 
biomatériau se définit comme substance ou matière destinée à être implantée dans un 
organisme vivant pour remplacer un organe ou un tissu (source : Larousse). Dans le cadre 
de ce travail, un biomatériau sera considéré comme un terme plus générique à 
« biopolymères ». En effet, les biopolymères peuvent être définis comme des polymères 
issus exclusivement d’organismes vivants ou synthétisés à partir de ressources 
renouvelables [12]. Les deux caractères souvent associés aux biopolymères sont leur 
origine « biosourcée » et leur « biodégradabilité ». 
La définition à tendance à paraître d’autant plus complexe que certains plastiques 
biosourcés ne sont pas biodégradables (polyéthylène biosourcé, bio-PET, bio-PVC, acétate 
de cellulose). Il existe également des polymères pétrosourcés biodégradables qui sont 
obtenus par synthèse comme la polycaprolactone, les copolyesters et les polymères 
vinyliques [13]. 
On confond par exemple souvent les matériaux dit « biofragmentables » avec des 
polymères biodégradables issus de la pétrochimie. Certains polymères biofragmentables 
sont obtenus à partir de polymères traditionnels pétrosourcés (polyéthylène par exemple) 
et d’un polymère biosourcé (amidon ou cellulose par exemple). Des additifs pro-dégradants 
sont d’ailleurs souvent ajoutés pour aider la rupture chimique de chaines afin que les 
microorganismes puissent rapidement atteindre et dégrader le polymère biosourcé. Dans 
cette même catégorie, on retrouve également les polymères oxo-dégradables comme du 
polyéthylène contenant du dithio isocyanate de fer (ou de nickel ou de manganèse) ou du 
stéarate de nickel agissant comme agent oxydant pour favoriser la fragmentation du 
matériau [14], [15]. Ces matériaux fragmentables ne sont en aucun cas reconnus comme 
biodégradables selon les normes en vigueur (ISO 17556 : 2012, ISO 14855 : 2005, ISO 
14851 : 1999) [16]. 
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Pour mieux cerner les biopolymères, voici la définition pour chacune de leurs deux 
caractéristiques principales, sachant que pour de nombreux organismes comme European 
Bioplastics, les biopolymères sont définis comme biosourcés, biodégradables ou les 
deux [17]. 
Selon le BPI (Biodegradable Product Institute), les termes « biosourcé » et 
« biodégradable » sont parfois confondus. L’institut redonne ainsi la définition d’un 
matériau issu de ressources renouvelables ou matériau « biosourcé » comme, un 
matériau organique dans lequel le carbone vient d’une source biologique contemporaine 
(non pétrosourcé). Par conséquent, pour être classé de biosourcé, un matériau doit contenir 
du carbone récemment fixé présent dans des sources biologiques afin de ne pas inclure 
dans cette définition les matériaux pétrosourcés. 
Comme solution de fin de vie d’un produit, la « biodégradabilité » va utiliser la capacité 
des microorganismes à décomposer la matière en atomes élémentaires dans un certain 
environnement. L’environnement dans lequel opèrent ces microorganismes doit être 
parfaitement précisé car un matériau n’est généralement pas dégradable de la même 
manière dans du compost, du sol, des digesteurs « anaérobie » ou en environnement marin. 
Souvent, il y a une attente intrinsèque que les polymères biosourcés soient également 
biodégradables mais, en réalité, il n’y a aucune garantie qu’un polymère issu de ressources 
renouvelables ait une biodégradabilité significative d’où l’importance de toujours réaliser 
des études de biodégradabilité pour déterminer l’impact à long terme des matériaux sur 
l’environnement. Pour qu’un plastique soit biodégradable et sans risque pour 
l’environnement, il faut que tous les composants de ce plastique le soient. La sécurité vis-
à-vis de la toxicité humaine et environnementale doit être évaluée par des protocoles 
analytiques standardisés (protocoles ISO : International Organization for Standardization 
ou ASTM : American Society of Testing and Materials) par des agences ayant autorités 
afin de pouvoir déclarer un matériau biodégradable. 
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I.2.2 D’un monde de « plastiques » vers un monde de « bioplastiques » 
Les plastiques se retrouvent dans de nombreux objets de notre vie quotidienne, 
dans l’agriculture, dans l’électronique, dans l’habillement, dans la communication, dans 
la construction, dans les transports, dans la médecine et bien évidemment dans les 
emballages, comme le montre la Figure I-8. L’augmentation de l’utilisation de plastique à 
travers le monde de 1,5 millions de tonnes en 1950 à 232 millions de tonnes en 2010 avec 
une croissance de 3-4% en plus ces dernières années relance le débat sur les inquiétudes 
environnementales liées à ces plastiques et leur traitement post-usage.  
 
Figure I-8 : Distribution de la demande européenne en plastiques par secteurs de marché en 2015 [18] 
La crise pétrolière du milieu des années 70 a forcé l’intérêt pour des solutions alternatives 
aux produits pétrosourcés. Au vu de la quantité de plastique produite qui ne cesse 
d’augmenter, ces alternatives se retrouvent aujourd’hui inévitables. Avec l’avancée des 
découvertes en génétique et les technologies liées à l’ADN, la fabrication de bioplastiques 
a été étudiée à partir de microorganismes (PHB, PHA and PLA, qui est polymérisé à partir 
de monomères d’acide lactique produits par fermentation microbienne de sucres et 
amidons dérivés de plantes). Malgré l’augmentation du coût du pétrole, ce type de 
bioplastique n’est pas encore compétitif dû au coût de production élevé. Malgré tout, parmi 
les bioplastiques actuellement disponibles, le PLA, les amidons et les PHA sont les 
ressources les plus attractives industriellement par leur facilité de production par des 
méthodes conventionnelles et par leurs propriétés physiques comparables aux plastiques 
traditionnels. 
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Les inquiétudes concernant le réchauffement climatique, la sécurité et 
l’approvisionnement des ressources industrielles à venir, a largement fait croitre le 
marché pour les plastiques biosourcés. Ces derniers sont devenus une alternative aux 
plastiques pétrosourcés traditionnels cependant, il faut prendre en compte plus de facteurs 
que la simple origine de la matière première pour considérer un matériau durable comme 
notamment son cycle de vie dans son ensemble [19], [20]. L’analyse du cycle de vie va 
permettre d’étudier un matériau de la récolte de sa matière première à sa production et 
jusqu’à la fin de sa vie après utilisation afin de déterminer son impact environnemental 
et son potentiel concernant le développement durable. Le schéma suivant permet de voir 
l’importance de l’étude du cycle de vie dans son ensemble pour la production de 
bioplastiques et également pour l’exemple de bioplastiques produits à partir de protéines 
laitières (Figure I-9). 
 
Figure I-9 : Analyse du cycle de vie d'un biopolymère (illustration d'un biopolymère à base de caséine) 
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De plus en plus, les recherches se tournent sur des déchets ou coproduits qui sont 
disponibles en grande quantité et qui pourraient être valorisés en tant que matière 
plastique sans pour autant faire de la concurrence aux ressources destinées à 
l’alimentation. Ce qui peut être le cas de la caséine dans le cas de lait contaminé par des 
antibiotiques et donc refusés pour l’alimentation ou bien pour les caséine transformées par 
des procédés non alimentaire pour leur utilisation dans des colles ou peintures et enfin, 
on retrouve une grande quantité de caséine qui a dépassé sa date limite d’utilisation et 
qui pourraient être valorisées dans d’autres secteurs industriels que l’alimentaire. Pour 
avoir des déchets ou coproduits biosourcés d’une manière générale, le plus simple est de 
regarder ceux issus de l’agriculture, des industries forestières et de l’industrie 
agroalimentaire. Concernant les produits laitiers et plus précisément le lait, dans les pays 
industrialisés 40 à 65% des pertes en déchets ont lieu au niveau de la consommation du 
produit. D’autres pertes de lait ont lieu lors de la production à cause des maladies comme 
la vache folle ou la dévalorisation du lait en tant que « non alimentaire » dû à la présence 
d’antibiotiques par exemple. La Figure I-10 présente les pertes alimentaires significatives 
au niveau des produits laitiers en 2009 dans différentes régions du monde prouvant ainsi 
le potentiel d’une filière de valorisation de ces déchets alimentaires. 
 
 
Figure I-10 : Pourcentage de la production laitière initiale perdue et gaspillée dans différentes régions aux 
différentes étapes de production, transport, et utilisation en 2009 (source FAO, 2009) 
  
Pe
rc
en
ta
ge
 o
f 
da
ir
y
pr
od
uc
ts
lo
ss
es
in
 2
00
9
I-23 
 
Les applications principales de ces matériaux biodégradables sont la collecte de déchets 
organiques, les applications dans le secteur de l’agriculture et l’horticulture (pots de 
plantes, films de protection du sol) et l’emballage alimentaire. Dans ce dernier domaine 
d’application qu’est l’emballage alimentaire, l’utilisation de matériaux biodégradables est 
un marché de plus en plus attractif puisqu’il permet de réduire l’utilisation de matériaux 
synthétiques et qu’il attire les consommateurs respectueux de l’environnement qui sont 
de plus en plus nombreux [21]. 
Si on considère ces biopolymères pour leurs applications en tant que bioemballages, ils 
doivent répondre aux directives européennes suivantes : « Matériaux et objets en matière 
plastique destinés à entrer en contact avec les denrées alimentaires » (90/128/EEC) [22]. 
Cependant, dans ce type de législation écrite pour les plastiques pétrosourcés, les 
protéines par exemple ou d’autres ingrédients et additifs utilisés dans la formulation de 
biopolymères ne font pas partie des substances autorisées et les tests de migration 
obligatoires sont bien trop stricts pour être appliqués à des biopolymères. Il faut donc 
obligatoirement passer à des emballages comestibles pour pouvoir prétendre satisfaire la 
législation mais cette fois-ci des aliments. 
Dans la thématique de ce sujet de thèse, un matériau biodégradable et comestible est 
recherché afin de correspondre à la demande des industries agroalimentaires. De plus, 
dans le cadre d’une collaboration avec des affineurs-fromagers, nous nous intéresserons 
plus particulièrement aux matériaux à base de protéines laitières, les caséines. 
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I.2.3 Différentes origines de biopolymères 
Les biopolymères correspondent à des matériaux synthétisés par les êtres vivants 
tels les végétaux, les animaux et les microorganismes. Un grand nombre de ressources 
renouvelables telles les sucres et polysaccharides, les huiles végétales, la lignine et les 
protéines ont déjà été étudiées pour la réalisation de polymères biosourcés. Il suffit de 
pouvoir former une matrice ayant suffisamment de cohésion et de continuité pour que ces 
matières premières soient à l’origine de biopolymères. Ci-dessous (Figure I-11) est 
présentée la répartition des biopolymères disponibles à partir de ressources naturelles 
renouvelables : 
 
  
Figure I-11 : Représentation des différentes origines de biopolymères biosourcés 
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Le Tableau I-1 présente quant à lui quelques-unes des différences remarquables des 
biopolymères en comparaison avec des polymères synthétiques pétrosourcés ou en 
mélange [23]. 
Tableau I-1 : Comparaison des caractéristiques de différents  polymères [23] 
  Polymères 
pétrosourcés 
Polymères 
biofractionnables 
Biopolymères  
Exemples Polyéthylène (PE) Mélange de polymères 
synthétiques et naturels : 
PE+amidon, PE+cellulose 
Cellulose 
Polystyrène Amidons 
Polypropylène Protéines 
Biodégradabilité Non (au moins 500 
ans) 
Seulement la partie 
biosourcée 
Oui 
Compostabilité Non Faible Oui 
Prix Peu coûteux Moyen Assez cher (2-10 fois plus 
cher que les polymères 
traditionnels) 
Propriétés 
physiques et 
mécaniques 
Très bonnes et 
grande diversité 
Diversité Assez bonnes mais moins 
de diversité pour le 
moment 
Toxicité Oui lors de la 
combustion 
Oui lors de la combustion Non si aucun additif 
toxique ajouté 
Matière première Non renouvelable Partie non renouvelable 
+ partie renouvelable 
Renouvelable 
 
Les propriétés disponibles dans la catégorie des biopolymères restent encore assez limitées 
en comparaison avec celles de polymères traditionnels mais, leur part de marché ne cesse 
de croître notamment par leur développement sur des applications à courte durée de vie 
et à usage unique. Le développement des biopolymères est d’autant plus important dans 
les pays occidentaux où les consommateurs sont très impliqués dans la protection de 
l’environnement. On retrouve ainsi les biopolymères dans les secteurs médicaux, agricoles 
et alimentaires principalement.  
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I.2.4 Les composites 
Un biopolymère composite permet de modifier les propriétés finales du matériau 
en adéquation avec l’application visée. Les composites peuvent être formés couche par 
couche ou provenir d’un mélange de différents biopolymères afin d’obtenir un matériau 
homogène.  
Les lipides sont par exemple souvent associés à d’autres matrices (protéines ou 
polysaccharides) pour former un matériau multicouche ou une émulsion afin d’améliorer 
les propriétés barrière à l’eau du film final. Les différentes structures possibles pour ce 
type de composite sont présentées dans la Figure I-12 suivante d’après Debeaufort et 
al. [24] :  
 
Figure I-12 : Structures possibles d'un film composite à base de lipides [24] 
Le mélange de biopolymères permet d’obtenir un film avec des propriétés uniques qui 
combine les meilleurs attributs de chaque ingrédient du mélange [25]. 
Les propriétés physico-chimiques et mécaniques des plastiques peuvent être modifiées par 
un grand nombre d’ajouts. La charge est couramment utilisée pour réduire le coût du 
matériau ou pour renforcer ses propriétés physiques comme la contrainte à la rupture par 
exemple. Les fibres, particulièrement de bois, de verre ou de carbone sont souvent ajoutées 
aux formulations des composites pour réduire les coûts et obtenir de nouvelles propriétés. 
L’incorporation de fibres naturelles provenant de différentes sources (végétales, animales 
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ou minérales) permet d’obtenir un matériau composite biodégradable si elles sont ajoutées 
à une matrice polymère elle aussi biodégradable, ce qui en fait un composite renouvelable.  
De plus, de nombreuses études cherchent à valoriser les co-produits de l’agriculture en 
utilisant des fibres pour produire des matériaux composites. Les fibres issues de la 
production d’huile de soja ont été incorporées à un mélange de poly(3-hydroxybutyrate-co-
valerate) et polylactide à 30% par Nanda et al. ; cela leur a permis d’améliorer le module 
de Young du matériau composite et ainsi de démontrer le transfert efficace de la contrainte 
de la matrice vers les fibres [26]. 
I.2.5 Les additifs  
Afin d’améliorer les propriétés des matériaux, de nombreux additifs peuvent être 
ajoutés à la formulation. 
De nombreux composés peuvent être ajoutés aux formulations à base de biopolymères 
comme des cires, de la lignine, des émulsifiants, des antioxydants, des antimicrobiens, des 
produits nutraceutiques, des arômes et des colorants … [27]–[30]. Comme les additifs 
peuvent être divers et cumulés, la composition des films doit être ajustée en conséquence 
afin de garder une structure homogène et des propriétés satisfaisantes [31]. La plupart de 
ces additifs sont ajoutés afin de promouvoir de nouvelles fonctions aux biopolymères et 
ainsi leur permettre de protéger les aliments dans le cadre d’emballages actifs contre 
l’oxydation et la détérioration microbienne, et ainsi garantir une meilleure qualité et 
sécurité des produits (voir paragraphe ultérieur : I.2.8). On peut également incorporer des 
stabilisants qui vont aider à contrôler la détérioration biologique et/ou chimique du 
matériau. Les colorants sont quant à eux des petites particules permettant de changer la 
couleur du plastique sans induire de réactions chimiques [32], [33]. Les solvants restent 
souvent assez restreints afin de pouvoir garder un caractère biodégradable voir comestible 
et sont donc souvent l’éthanol, des acides organiques ou de l’eau. 
Les additifs sont soumis au type de matrice polymérique utilisé ainsi qu’au mélange 
formulé mais, également au type de procédé de fabrication mis en place. Certains additifs 
naturels sont notamment volatiles et/ou thermolabiles ainsi, le procédé doit être en accord 
avec ce type d’additif pour éviter son inactivation. Del Nobile et son équipe ont montré que 
des extraits de thym et de citron ainsi que du lysozyme garde une meilleur activité 
antimicrobienne lorsqu’ils sont incorporés en extrusion au PCL (Polycaprolactone) que 
lorsqu’ils sont incorporés au PLA ou au LDPE car ces derniers sont extrudés à une 
température deux fois plus élevée [34].  
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I.2.5.1 Cas particulier des plastifiants 
Dans le cas des thermoplastiques, les films doivent être flexibles et avoir une bonne 
tenue afin d’être manipulés et ne pas se briser lors du transport et du stockage des denrées 
alimentaires, d’où l’ajout de plastifiants (eau, sorbitol, glycérol, polyethyleneglycol …). Les 
plastifiants de qualité alimentaire qui permettent la production de films et enrobages 
comestibles sont les polyols (glycérol, sorbitol, polyéthylèneglycol), les sucres (glucose, 
miel) et les lipides (monoglycérides, phospholipides, surfactants) [35]. 
Les plastifiants ont un groupement hydroxyle qui leur permet une bonne compatibilité 
avec la plupart des polymères. Ce sont donc des composants essentiels surtout dans le cas 
des films à base de protéines et polysaccharides afin d’éviter d’avoir un film rigide et 
cassant dû aux considérables interactions par des liaisons faibles entre les molécules du 
polymère [36]. Les plastifiants augmentent la thermoplasticité et donc la flexibilité et la 
processabilité des films en se plaçant entre les molécules du polymère et en interférant 
avec les interactions polymère-polymère [36], [37]. Les plastifiants augmentent le volume 
libre des structures du polymère et la mobilité moléculaire des molécules ce qui va 
augmenter le ratio des régions amorphes par rapport aux régions cristallines et également 
diminuer la température de transition vitreuse [36], [38]. La plupart des plastifiants sont 
hydrophiles et hygroscopiques et attirent les molécules d’eau. L’eau étant également le 
plastifiant le plus couramment utilisé pour les biopolymères avec cependant, le risque de 
perte lors d’une déshydratation à faible humidité relative [36], [37]. De ce fait, d’autres 
plastifiants que l’eau sont utilisés dans la composition afin de réduire la perte d’eau, 
d’augmenter le taux d’eau lié et de maintenir une activité en eau élevée. Les plastifiants 
vont affecter les propriétés mécaniques du matériau final (module d’élasticité, 
allongement) mais également la perméabilité aux gaz et à la vapeur d’eau [39], [40]. 
Chaque plastifiant aura une efficacité de plastification différente en fonction de la taille 
et de la forme de ses molécules, en fonction du nombre d’atomes d’oxygène et de leur 
distance spatiale dans la structure du plastifiant et en fonction de sa capacité à lier l’eau. 
Les molécules d’eau ont un effet plastifiant considérable sur les films à base de protéines 
en particulier. L’eau comme les autres plastifiants facilite le mouvement des chaines de 
protéines par l’ajout de liaisons faibles et augmente la flexibilité du réseau. Par contre, un 
trop grand taux de plastifiant peut diminuer la cohésion du réseau car dans ce cas, trop 
de liaisons plastifiant-plastifiant rentrent en compétition. 
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I.2.5.2 Cas particulier des composés hydrophobes 
Les composés hydrophobes ont déjà été énoncés précédemment pour leur propriété 
filmogène et pour leur caractère hydrophobe mis à contrepartie dans des matériaux 
composites. En fonction de leur concentration dans la formulation finale, ils seront 
considérés comme additifs ou comme partie d’un composite. 
La nature hydrophobe des films et enrobages à base de lipides leur confère une grande 
résistance à l’eau. La classification des substances hydrophobes selon leur perméabilité à 
la vapeur d’eau est donnée par la Figure I-13 ci-dessous [24] : 
 
Figure I-13 : Classification des substances hydrophobes en fonction de leur caractère barrière à l'eau [24] 
 
Ces films sont donc utilisés pour empêcher la migration d’humidité dans les denrées 
alimentaires [41]. Cette caractéristique est l’atout majeur des lipides car c’est ce qu’il 
manque aux films de protéines et de polysaccharides. Une formulation composite à base 
de protéines ou polysaccharides associée à des lipides ou cires pourrait permettre de 
conjuguer idéalement la barrière à l’eau des uns et la barrière à l’huile et à l’oxygène des 
autres. Ce dernier point sera abordé plus loin dans le paragraphe relatif au relargage 
contrôlé. 
La capacité barrière des films de protéines peut ainsi être améliorée par l’ajout de 
composés hydrophobes [21]. Comme présenté en Figure I-12, une première approche 
consiste à intégrer les lipides ou autres composés hydrophobes aux solutions afin de 
préparer une émulsion qui sera ensuite étalée et séchée pour obtenir un film.  
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Shellhammer et Krochta ont étudié l’influence de l’ajout de différents types de composés 
hydrophobes et leur teneur sur la perméabilité à la vapeur d’eau de films à base d’isolats 
de protéines de lactosérum et de glycérol [42]. Ainsi, de la cire de candelilla, de carnauba 
et d’abeille ont été testées. Dans leur étude, la perméabilité à la vapeur d’eau diminue 
avec l’augmentation de la teneur en cire (jusqu’à la limite de 50% de contenu en cire). Des 
films ont pu être formés avec des teneurs en cire d’abeille jusqu’à 70-80% mais jusqu’à 
seulement 40% pour les autres cires. 
Les composés hydrophobes peuvent également former une couche à part entière déposée 
sur une autre couche faite à partir d’un hydrocolloïde. Quand une couche hydrophobe est 
déposée sur une couche à base d’hydrocolloïdes, la barrière à la vapeur d’eau est supérieure 
à celle d’une émulsion des mêmes ingrédients [43]. C’est pour cette raison que dans le cas 
des émulsions, la répartition des lipides dans la matrice est très importante. La structure 
en multicouche est également plus complexe et demande plus d’étapes. De plus, la 
délamination des couches reste un problème récurrent entre des matériaux polaires et 
apolaires, malgré l’ajout de tensioactifs. 
Qu’ils soient ajoutés comme additifs ou ingrédients dans la formulation, les composés 
hydrophobes peuvent être incorporés de différentes manières dans la matrice 
d’hydrocolloïdes principale comme le montre la Tableau I-2.  
Le Tableau I-2 suivant permet de voir l’avancée des recherches concernant l’ajout de cires 
dans des matrices d’hydrocolloïdes servant principalement à l’enrobage de denrées 
alimentaires mais également en tant que film pour l’emballage.
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Tableau I-2 : Tableau récapitulatif des films à base d'hydrocolloïdes et de cires ainsi que leur procédé 
d'obtention et les caractéristiques apportées par l'ajout de cires 
Cires Matrice support Procédé - Incorporation Propriétés Références 
Cire d'abeille : acide 
oléique (émulsifiant) 
30% (m/m protéine) 
Protéine de lactosérum Solution casting 
- Augmente le relargage du lysozyme à 
partir du film 
- Activité antimicrobienne (+ lysozyme) 
des films contre Listeria innocua 
Boyaci, 2016 
[44] 
Cire de candelilla 
10% (m/m 
polysaccharide ou 
protéine) 
Carboxyméthylcellulose 
ou amidon de pomme 
de terre ou isolat de 
protéine de soja ou 
gélatine 
Solution casting - Bon transport de l'acide ascorbique 
Kowalczyk, 
2016 [45] 
Cire de candelilla 
10% (m/m 
polysaccharide ou 
protéine) 
Carboxyméthylcellulose 
ou amidon de pomme 
de terre ou isolat de 
protéine de soja ou 
gélatine 
Solution casting 
- Propriétés du films biopolymère/cire 
de candelilla améliorées par l'ajout 
d'extraits ethanoliques de houblon 
Kowalczyk, 
2016 [46] 
Cire de carnauba 
Ratio cire : alginate = 
17,94 : 1 
Alginate de sodium 
Enrobage d'aubergines 
par une émulsion 
- Fermeté mieux conservée 
- Meilleure activité antioxydante 
Singh, 2016 
[47] 
Cire d'abeille : acide 
oléique (émulsifiant) 
Ratio : 5:1 
Hydroxypropyl 
méthylcellulose 
Enrobage de tomates 
cerise avec préparation 
d'une émulsion 
- Enrobage avec benzoate de sodium 
efficace pour inhiber Alternaria 
alternata 
- Contrôle de la perte en eau amélioré 
- Amélioration de l'aspect visuel et de la 
brillance 
Fagundes, 2015 
[48] 
Cire de candelilla (+ 
huile de jojoba) 
/ 
Enrobage de pomme 
avec préparation d'une 
émulsion (ajout d'extrait 
de tarbush) 
- Enrobage réduit la perte en masse, les 
changements d'apparence, d'activité de 
l'eau et de fermeté 
De Leon-
Zapata, 2015 
[49] 
Cire de carnauba (+ 
acide stéarique) 
Ratio testé : 0.1 - 0.4 % 
(m/m) 
Amidon de manioc 
Enrobage de tranches 
de pomme avec 
préparation d'une 
émulsion 
- Meilleure formulation : 3% amidon de 
manioc + 1,5% glycérol + 0,2% de cire de 
carnauba + 0,8% acide stéarique => 
matrice cohésive, meilleures propriétés 
mécaniques, barrière à l'humidité et 
échange de gaz 
- Formulation à haute teneur en cire 
(0,4% m/m) : plus rigide, surface non-
homogène, haute perméabilité à 
l'oxygène et à la vapeur d'eau 
Chiumarelli, 
2014 [50] 
Cire de carnauba et 
shellac 
/ 
Enrobage de pomme fuji 
avec préparation d'une 
émulsion 
- Avec enrobage : consistance conservée 
dans le temps, moins de perte de masse 
- Avec ajout de citronnelle : baisse de la 
flore totale aérobie 
Jo, 2014 [51] 
Cire de carnauba  
(0-15%) 
Gomme de pommier-
cajou (70-85%) et 
amidon de manioc (15-
30%) 
Solution casting 
- WVP et solubilité diminuent : bonne 
résistance à l'humidité 
- Effet plastifiant de la cire : diminution 
de la température de transition vitreuse 
- TS diminue 
- EB augmente 
- Opacité augmente 
- Apparition de discontinuités de surface 
Rodrigues, 
2014 [52] 
Cire d'abeille 
Cire de carnauba 
Cire de candelilla  
(± tween 80) 
5-10% 
Amidon à haute teneur 
en amylose 
Solution casting 
- WVP diminue (mais ajout de tween 80 
augmente WVP) 
- Hydrophobicité la plus importante 
pour la cire de carnauba dû à une 
rugosité plus importante du film 
- Ajout de cire et tween 80 augmente 
l'angle de contact et donc 
l'hydrophobicité 
Muscat, 2013 
[53] 
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Cires Matrice support Procédé - Incorporation Propriétés Références 
Cire d'abeille, cire de 
carnauba, cire de 
candelilla  
5% m/m zéine 
Zéine Solution casting 
- Production d'un matériau composite 
flexible 
- Taux de relargage du lysozyme 2,5 à 17 
fois plus faible 
- Taux de relargage d'autant plus faible 
que le point de fusion des cires est haut 
et que le matériau devient tortueux avec 
les agrégats de particules de cires 
Arcan, 2013 [54] 
Cire de jojoba liquide Chitosane Solution casting 
- Amélioration de l'activité 
antimicrobienne du chitosane avec 
l'ajout de cire (valeurs de CMI 
diminuent) 
Guirguis, 2013 
[55] 
Cire de carnauba : 
acide stéarique 
Ratio testé : 0:0 - 
0,4:0,6 % (m/m) 
Amidon de manioc 
Enrobage de tranches de 
pomme avec préparation 
d'une émulsion 
- Stabilité de l'émulsion et résistance à la 
vapeur d'eau fortement affectés par la 
concentration en cire 
- Propriétés mécaniques et solubilité 
fortement affectés par la cire et le 
glycérol 
Chiumarelli, 
2012 [56] 
Cire de riz 
Ratio cire : pullulane = 
0:1 / 1:5 / 1:2 / 1:1 
Pullulane + Gomme 
arabique 
Solution casting 
- WVP diminue quand le ratio de cire 
augmente 
- Films avec ratio 1:1 réalisable 
Shih, 2011  [57] 
Cire de carnauba 
5% m/m zéine 
Zéine Solution casting 
- Matériau composite zéine-cire avec 
profile de relargage différent du film 
zéine seule dans l'eau mais profile de 
relargage similaire sur milieu d'agar 
- Film zéine-cire moins flexible mais TS et 
MY similaires 
Alkan, 2011 [58] 
Cire d'abeille 
Cire : matrice = 3:1 
Gélatine et 
carraghénane 
Enrobage saucisses 
séchées 
- Réduction de la perte de masse  
Tyburcy, 2010 
[59] 
Cire d'abeille 
Hydroxypropyl 
méthylcellulose 
Solution casting 
Emballage mandarines 
- Réduction de la perte de masse et de 
fermeté 
Navarro-
Tarazaga, 2008 
[60] 
Cire d'abeille  
40% (m/m pectine) 
Pectine 
Enrobage d'avocat par 
une émulsion 
- Protection de l'enrobage contre les 
altérations physico-chimiques et 
microbiennes 
Maftoonazad, 
2007 [61] 
Cire d'abeille 
0-40% m/m amidon 
Amidon de pois Solution casting 
- TS et e diminuent 
- MY augmente 
- WVP diminue 
- OP augmente 
- Cire incorporée à plus de 30% implique 
des changements dans les propriétés 
physiques et thermiques 
Han, 2006 [62] 
Cire d'abeille ou cire de 
carnauba (+ acide 
stéarique) 
40% m/m  
Protéine de 
lactosérum ou 
hydroxypropyl 
méthylcellulose 
Enrobage de tranches de 
pomme avec préparation 
d'une émulsion 
- Cire d'abeille plus efficace contre le 
brunissement enzymatique que la cire 
de carnauba 
Perez-Gago, 
2005 [63] 
Cire d'abeille 
Cire de carnauba 
Cire : matrice = 1:1 
Isolat de protéines 
de lactosérum 
Solution casting 
- La cire d'abeille a un effet plastifiant 
alors que la cire de carnauba a un effet 
anti-plastifiant 
- WVP diminue 
Talens, 2005 
[64] 
Cire de candelilla : 
huile minérale ou acide 
oléique ou cire 
d'abeille 
Ration : 67:33 
Gomme de mesquite 
(caroube américain) 
Enrobage de citron vert 
Persan avec préparation 
d'une émulsion 
- Meilleure formulation avec l'huile 
minérale et la cire : meilleure 
conservation de la couleur, moins de 
perte de masse et WVP diminue 
Bosquez-
Molina, 2003 
[65] 
Cire de carnauba Caséine Solution casting 
- Allongement plus faible (que mélange 
caséine - amidon) 
Jagannath, 2003 
[66] 
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Cires Matrice support Procédé - Incorporation Propriétés Références 
Cire de carnauba et 
candelilla 
0 - 30% m/m caséine 
Caséine acide (acide 
lactique) 
Solution casting 
- Séparation de phase partielle entre 
caséine et cire 
- WVP diminue (mais faiblement), WVP 
candelilla < WVP carnauba 
- Perméabilité à l'oxygène similaire 
- Films thermoscellables 
Chick, 2002 [67] 
Cire de candelilla 
0.8% m/v 
Protéine de 
lactosérum 
Solution casting 
- solubilité et teneur en humidité 
diminuent 
Kim, 2001 [68] 
Cire d'abeille 
Cire de candelilla 
Cire de carnauba 
(+ matières grasses du 
lait) 
0 - 90% du poids de 
film sec 
Protéines de 
lactosérum 
Solution casting 
- WVP de la cire d'abeille et matières 
grasses du lait plus faible que les autres 
formulation 
- WVP diminue de manière non linéaire 
avec ajout de cires 
- TS et MY diminuent avec ajout de cires 
- EB similaire avec ajout de cires 
Shellhammer, 
1997 [42] 
Cire d'abeille  
Cire : matrice = 1:1 
Caséinate de calcium 
ou de sodium 
Enrobage de carottes 
- Résistance à la vapeur d'eau améliorée 
- Réduction du blanchiment et du taux 
de respiration 
Avena-Bustillos, 
1994 [69] 
Cire d'abeille Gluten de blé Solution casting 
- Améliore la barrière à l'humidité 
- Film opaque, faible et se désintégrant 
dans l'eau facilement 
Gontard, 1994 
[70] 
Cire d'abeille 
Cire de candelilla 
Cire de carnauba 
Cire microcristalline 
Méthylcellulose 
Solution casting sur film 
de méthylcellulose 
- Perméabilité à l'oxygène de la cire de 
candelilla et de carnauba 2 fois plus 
faible que HDPE mais 10 fois plus élevée 
que PET 
- Perméabilité à l'oxygène de la cire 
d'abeille et de la cire microcristalline 6-9 
fois plus importante que cire de 
candelilla et carnauba 
- WVP : Cire de candelilla < cire de 
carnauba < cire microcristalline < cire 
d'abeille 
- WVP HDPE < WVP cire de candelilla < 
WVP PP  
Donhowe, 1994 
[71] 
Cire de grain de Sorgho 
: Triglycéride à chaîne 
moyenne 
Cire de Carnauba : 
Triglycéride à chaîne 
moyenne 
Ratio testés : 1:25,3 / 
1:11,5 / 1:7,4 
Film de zéine Bicouche par casting 
- WVP diminue 
- TS similaire 
- EB augmente 
- moins jaunâtre (+b) 
- plus opaque (L) 
Weller, 1998 
[72] 
Cire d'abeille Chitosane 
Composite : Cire 
d'abeille : chitosan = 
12.5 : 1 
Multicouches : Cire 
d'abeille - chitosane - 
cire d'abeille 
Par méthode de solution 
casting  
Protection de fraises 
fraîches 
- Composite : film transparent 
- Matériau 3 couches : blanchâtre et mat  
- Ajout de cire d'abeille : effet bénéfique 
sur les infections fongiques, la perte de 
masse et le taux de respiration, la 
conservation de la texture et de la 
couleur ainsi que la conservation de 
l'acidité, du pH, des solides solubles et 
des sucres. 
Velickova, 2013 
[73] 
Cire de candelilla 
0 - 7.5% 
Isolat de protéines 
de lactosérum 
Extrusion / compression 
/ casting 
- Influence du procédé sur le matériau 
avec cire (morphologie et propriétés) 
- L'extrusion semble allonger les 
particules de cire 
- Modification des propriétés barrières 
et mécaniques 
Janjarasskul, 
2014 [74] 
NOTES : 
EB  
= allongement à la 
rupture 
TS (Tensile Strength) = 
Contrainte maximale 
WVP (Water Vapor Permeability)  
= Perméabilité à la vapeur d’eau 
MY  
= Module de 
Young  
= Module 
d’élasticité 
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I.2.6 Propriétés des biomatériaux 
Les principaux biopolymères sont les protéines, les polysaccharides, les lipides et 
les résines sont utilisés seuls ou en combinaison. Les caractéristiques physico-chimiques 
de ces biopolymères vont grandement influencer les propriétés des films et enrobages qui 
en résulteront [75]. Cependant, la comparaison des propriétés des biopolymères reste 
délicate car les procédés mis en œuvre dans les travaux sont souvent différents et 
impliquent de nombreuses variables comme les variables d’extrusion, les plastifiants, les 
additifs... De plus, les méthodes analytiques sont également différentes (vitesse de 
traction, conditionnement des spécimens test en humidité…) et jouent également un rôle 
sur les résultats. Par conséquent, seul un tableau proposant des résultats obtenus pour 
des biopolymères fabriqués par extrusion est proposé ici (Tableau I-3 adapté de Gomez-
Estaca [76]) afin de correspondre à la technique développée dans ce projet, c’est-à-dire en 
extrusion, permettant une industrialisation du matériau plus aisée. Les différentes 
techniques de production de films seront détaillées par la suite plus en détails (dans la 
partie I.3.3). 
I.2.6.1 Propriétés thermiques 
Les polymères peuvent se différencier par leurs propriétés thermiques. A faible 
température (et faible humidité dans le cas des polymères hydrophiles), les polymères se 
retrouvent sous forme principalement cristalline et le mouvement des chaînes est ralenti. 
Généralement, les biopolymères sont résistants mais fragiles avec une région élastique 
assez courte mais, lorsque la température augmente (au-dessus de la température de 
transition vitreuse, Tg), une rotation autour des liaisons C-C est possible. Cette 
température de transition vitreuse est caractéristique de chaque polymère et des 
conditions qui l’entourent (comme l’humidité par exemple). Très peu de matériaux sont 
constitués uniquement de composés polymériques. Généralement, de nombreux additifs 
tels que des plastifiants, des charges, des lubrifiants, des pigments ou des stabilisants 
permettent d’apporter des propriétés plus intéressantes et plus stables dans le temps au 
matériau en fonction de l’application recherchée. C’est cette combinaison de polymères et 
d’additifs que l’on nomme « plastique ». 
Les polymères peuvent être classés en deux catégories en fonction de leur réponse 
thermique. Les polymères thermoplastiques qui représentent environ 90% des polymères 
produits deviennent mous et fluides quand ils sont chauffés et se figent en refroidissant 
car les chaînes de polymères sont liées entre elles par des liaisons faibles. Quant aux 
thermodurcissables, ils sont fortement réticulés (liaisons covalentes) et sont généralement 
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formés par polymérisation par condensation et ne peuvent pas subir plusieurs fois le même 
cycle de production, ils ne sont pas recyclables. 
I.2.6.2 Propriétés mécaniques 
Dans le cadre des matériaux pour l’emballage alimentaire, une de leur fonction 
principale est de protéger l’aliment de tout dégât physique qui pourrait être causé par un 
impact physique, la pression, les vibrations ou tout autre impact. Une analyse des 
propriétés mécaniques permet de classifier les différents matériaux selon leur réponse à 
différents stimuli. Ainsi, des tests mécaniques permettent de déterminer la résistance à 
la traction, l’allongement à la rupture, le module d’élasticité, la résistance à la 
compression, la résistance à la perforation, à l’abrasion, la force d’adhésion et bien d’autres 
caractéristiques.  
Les propriétés des biopolymères vont être grandement impactées par les conditions de 
formulation, notamment le taux de plastifiant et autres additifs et également les 
conditions expérimentales du test comme la température ou l’humidité. L’incorporation 
d’un fort taux de plastifiant va diminuer la résistance à la traction et augmenter 
l’allongement à la rupture [77], [78]. Il en est de même à fort taux d’humidité car les 
biopolymères étant souvent très sensibles à l’humidité, ils absorbent l’eau qui jouera au 
sein de la matrice un rôle de plastifiant [36], [77], [79]. La température est également une 
variable qui affecte les propriétés mécaniques du matériau. La résistance physique des 
biopolymères diminue de manière drastique quand la température augmente au-dessus 
de la température de transition vitreuse, de plus, l’augmentation du taux de plastifiant et 
l’augmentation de l’humidité vont faire diminuer cette température de transition vitreuse 
[25], [38], [78]. 
Les films à base de protéines sont cassants sans ajout de plastifiant et ne peuvent que très 
rarement trouver une application leur correspondant. L’ajout de plastifiant aide à briser 
les liaisons hydrogène pour que la structure se relâche et obtenir un film plus flexible. La 
manière dont les chaînes du polymère vont interagir va déterminer les propriétés 
mécaniques de celui-ci et les conditions expérimentales impactent fortement ces 
interactions.  
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Les films sont souvent caractérisés par des paramètres mécaniques comme la résistance 
à la traction (Tensile Strength : TS), l’allongement à la rupture (Elongation at break : EB) 
et le module de Young ou d’élasticité (Young’s modulus : YM). La résistance à la traction 
est importante dans les emballages car elle détermine l’épaisseur nécessaire aux 
emballages. Ces paramètres vont notamment dépendre de la vitesse de traction utilisée 
dans les tests. Des variations assez importantes sont retrouvées dans la littérature comme 
le montre l’exemple des films de caséinate de sodium qui ont été testés par 3 équipes avec 
une même vitesse de traction et qui donne les résultats suivants : TS = 36,9 MPa, EB = 18 
% ; TS = 2,98 MPa, EB = 29,9 % ; TS = 3,8 MPa, EB = 204,05 %, respectivement pour Chen 
et al., Banerjee et Chen et Li et Chen [80]–[82]. La comparaison des propriétés mécaniques 
des biopolymères reste assez délicate car les paramètres déterminés dépendent fortement 
de l’orientation du matériau et donc de la méthode de production (extrusion, voie solvant 
compression) mais également, de la méthode utilisée pour la préparation des échantillons 
comme le conditionnement en humidité, la découpe des éprouvettes de test, la température 
et l’humidité lors du test et de chaque formulation de film en plus de la vitesse de traction 
précédemment évoquée. Le Tableau I-3 permet de répertorier différentes propriétés 
mécaniques de biomatériaux produits en extrusion. 
I.2.6.3 Propriétés barrière 
La qualité des produits alimentaires est souvent détériorée par des phénomènes de 
transfert de masse comme l’adsorption d’humidité ou d’huile, le passage d’oxygène, les 
pertes d’arômes, l’adsorption d’odeurs indésirables ou la migration de composants de 
l’emballage dans l’aliment [31], [36], [43]. Ces phénomènes de transfert ont lieu entre 
l’aliment et l’environnement atmosphérique, entre l’aliment et l’emballage ou entre les 
différents ingrédients de l’aliment [31], [36], [83]. La pénétration de l’oxygène 
atmosphérique peut oxyder les aliments et donc les détériorer ; les solvants, encres et 
autres additifs peuvent migrer dans l’aliment ; l’eau peut être absorbée par le film et en 
changer ses propriétés ou bien l’eau peut être absorbée par l’aliment et en détériorer ses 
propriétés organoleptiques et sa qualité. Tous ces exemples montrent l’importance de 
déterminer les propriétés barrière du matériau afin de les contrôler ou du moins de 
l’associer à la protection d’un aliment adapté à ses propriétés pour en contrôler la qualité 
sensorielle et la sécurité microbiologique. Généralement, des tests de perméabilité à la 
vapeur d’eau, de sorption, de perméabilité à l’oxygène et autres gaz, de perméabilité aux 
arômes, de résistance aux huiles et de diffusion des additifs sont réalisés pour caractériser 
le matériau avant des essais plus poussés sur des matrices alimentaires. Le Tableau I-3 
présente quelques-unes de ces propriétés pour différentes compositions de biopolymères. 
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Les matériaux peuvent être hydrophiles, hydrophobes ou bien les deux. La plupart des 
biopolymères sont de bonnes barrières à l’oxygène. Ils ont cependant une perméabilité à 
la vapeur d’eau beaucoup plus importante que les polymères classiques (sauf dans le cas 
de biopolymères à base de lipides). Comme pour les propriétés mécaniques, les propriétés 
barrières sont très impactées par la formulation (plastifiant notamment) et par les 
conditions environnementales (humidité et température). En effet, les plastifiants 
réduisant la température de transition vitreuse vont augmenter la perméabilité des films 
à certains migrants ; l’augmentation de l’humidité relative va augmenter la perméabilité 
des films à l’oxygène et l’augmentation de la température augmentera aussi la 
perméabilité des films aux différents migrants [25], [38], [84].  
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Tableau I-3 : Liste de biopolymères extrudés et leurs propriétés adapté de Gomez-Estaca, 2016 [76] 
Protein Processing Plasticizer Variables studied Properties Reference 
Zein 
Single or twin screw extrusion, 
hot pressing or blowing 70% oleic acid and 5% DMG-130 Type of extrusion processing TS: 3.1–4.2 MPa Wang, 2003 [85] 
      EB: 46.9–120.4 %   
      YM: 101.1–102.1 MPa   
Sunflower protein isolate Single screw extrusion 
30–70% glycerol and 0–30% 
water 
Glycerol and moisture content TS: 0.6–6.7 MPa Rouilly, 2006 [86] 
        EB: 9.3–43 %   
      Extruder die temperature YM: 14–95 MPa   
        Swelling: 50.8–209 %   
Whey protein isolate Twin screw extrusion, slit die Glycerol and water Glycerol and moisture content TS: 3.1–4.1 MPa Hernandez-Izquierdo, 2008 [87] 
         EB: 121–132 %   
        YM: 30.6–46.5 MPa   
Whey protein isolate Twin screw extrusion Glycerol (24%) and water (16%) 
Addition of WPI in thermoplastic 
starch matrix 
TS: 3.07–5.73 MPa Azevedo, 2017 [88] 
        EB: 2.83-32.76 %  
        YM: 143.71-230.35 MPa  
    WVP: 2.45-4.63 *10-12 g m-1 s-1 Pa  
Whey protein isolate Twin screw extrusion, slit die Glycerol (50%) and water (15%) 
Addition of candelilla wax on 
barrier and tensile properties 
TS: ~2 MPa Janjarasskul, 2014 [74] 
    EB: 50-100 %  
    YM: 20-30 MPa  
    WVP: ~40 g mm m-2 h-1 kPa   
    OP: ~25 µm m-2 day-1 kPa-1  
Sodium caseinate Twin screw extrusion, blowing 
Glycerol (17–33%) and water 
(40–80% RH) 
Glycerol and moisture content TS: ~1–18 MPa Belyamani, 2014 [89] 
        EB: ~50–140 %   
        YM: <10–400 MPa   
        WVP: ~1–4.5 g mm/m2 h kPa   
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Protein Processing Plasticizer Variables studied Properties Reference 
Sodium caseinate Twin screw extrusion, blowing Glycerol (15-25%) and water  
Film processing condition and 
glycerol amount  
WVP: ~1–50 * 10-9 g m-2 s-1 Pa-1 Colak, 2015 [78] 
        OP: 5-100 cm3 m-2 day-1 kPa-1  
Wheat gluten Single screw extrusion, flat sheet die 30% glycerol 1–2% salicylic acid addition TS: 1.8–3 MPa Ullsten, 2006 [90] 
        EB: 47.3–53.9 %   
        YM: 27–36.7 MPa   
Wheat gluten Single screw extrusion, flat sheet die 30% glycerol 
3–5% sodium 
hydroxide/salicylic acid 
addition 
TS: 1.4–2.4 MPa (day 1) Ullsten, 2009 [91] 
      Die temperature EB: 79–143 MPa (day 1)   
      Ageing YM: 10–95 MPa (day 1)   
Wheat gluten Single screw extrusion, flat sheet die 6% water and 30% glycerol 10–20% urea TS: 3.6–2.2 MPa (10–20% urea) Türe, 2011 [92] 
        EB: 70–87 % (10–20 % urea)   
        YM: 7–3 MPa (10–20 % urea)   
        WVTR: 32–57 g mm/m2 day   
        OP: 0.16–0.32 cm3 mm/m2 day atm   
Feather keratin Single screw extrusion, slit die Glycerol and water Fibre size TS: ~350–500 MPa Barone, 2005 [93] 
      Sodium sulfite content EB: ~0.25–0.67 %   
      
Barrel (100 and 120°C) and 
die (120 and 140°C) 
temperatures 
YM: ~350 MPa   
      Glycerol/water ratio     
Soy protein isolate 
Twin screw extrusion, pelletizing, single 
screw extrusion, flat sheet die 
Glycerol, water and/or methyl 
glucoside 
Type and content of 
plasticizer 
TS: 7.1–40.6 MPa Zhang, 2001 [94] 
    Cross-linking agents: zinc 
sulfate, epichlorohydrin, 
glutaric dialdehyde 
EB: 3–185 %   
    YM: 17–1220 MPa   
      Water absorption: 90–109 %   
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Protein Processing Plasticizer Variables studied Properties Reference 
Pigskin gelatin 
Single screw extrusion, thermo-pressing 
Glycerol and/or sorbitol (20%) Type of plasticizer TS: 17.3–20.4 MPa Park, 2008 [95] 
      EB: 161.3–215.9 %   
      YM: 489.9–569.9 MPa  
Fish-skin gelatin Twin screw extrusion, thermo-pressing Glycerol (20–25%), water 
Temperature (110 and 120°C), 
glycerol content 
TS: 1.51–2.41 MPa Krishna, 2012 [96] 
        EB: 256–293 %   
        YM: 84–132 MPa   
Beef gelatin Twin screw extrusion Glycerol (0.2-1.1%), water Effect of plasticizer content TS: 1.75-3.49 MPa Hanani,2013 [97] 
        EB: 2.54-3.46 %   
        WVP: ~40 g mm m-2 d-1 kPa   
    OP: 20-130 cm3 µm/m2 day kPa  
Pigskin gelatin Single screw extrusion Glycerol (0.25-8.75%), water Process preliminary study TS: 19.5-33.9 MPa Andreucetti, 2012 [98] 
        EB: 40.3-157.8 %   
        WVP: 0.16 g mm m-2 h-1 kPa   
Cassava starch / Gelatin Single screw extrusion Glycerol or sorbitol (30%) 
Properties of copolymer films 
and plasticizer type 
TS: 33,58-405.84 g/mm² Thumthanaruk, 2017 [99] 
    EB: 304,22-2218.33 %  
    WVTR: 0.04-0.96 g/m²/day  
    OTR: 1.59-2.93 cm3/m²/day  
Corn starch / Pectin Single screw extrusion Glycerol (30%) 
Water susceptibility and 
reactive extrusion with citric 
acid 
TS: 1-9 Mpa Da Roz, 2016 [100] 
    EB: 0-2 %  
    YM: 0.1-0.4 MPa  
Corn starch / Gelatin Single screw extrusion Water Addition of cellulose TS: 0.7-1.3 Mpa 
Rodriguez-Castellanos, 
2015 [101] 
    EB: 16-32 %  
    YM: 90-100 MPa  
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Protein Processing Plasticizer Variables studied Properties Reference 
Cassava starch / chitosan Single screw extrusion Glycerol (18-25%) Addition of chitosan TS: 1-6 Mpa Pelissari, 2012 [102] 
    EB: 0-60 %  
    YM: 0-120 MPa  
Potato flour / Starch Twin-screw extruder Glycerol + Triethyl citrate (25-35%) Film characterization TS: 0.8-2.5 Mpa Zhang, 2012 [103] 
    EB: 4-11 %  
    YM: 25-38 MPa  
Corn starch Twin-screw extruder Water Effect of amylose content TS: 12.68-23.82 Mpa Li, 2011 [82] 
    EB: 2.28-4.95 %  
    YM: 730.7-1217.2 MPa  
Tapioca starch Single screw extruder Glycerol (18%) 
Evaluation of potassium 
sorbate and xanthan gum 
effect 
TS: 1.2-3 Mpa Flores, 2010 [104] 
    EB: 40-120 %  
    YM: 10-110 kPa  
    WVP: 3.7-6.7 *1010 g m-1 s-1 Pa  
Starch / Pullulan Twin-screw extruder Glycerol (25-50%) 
Effect of extrusion and 
glycerol content 
TS: 1-15 Mpa Yan, 2012 [105] 
    EB: 25-110 %  
    WVP: 2-2.5 *1012 g cm cm-2 s-1 Pa-1  
Starch Twin-screw extruder Glycerol and water Effect of extrusion TS: 0.23-2.91 Mpa Pushpadass, 2009 [106] 
    EB: 45.79-90.83 %  
    YM: 2.89-37.94 MPa  
    WVP: 12.3-19.9 g mm m-2 h-1 kPa-1  
Corn starch  Single screw extruder Glycerol (0-31%) and water (0-31%) Effect of extrusion TS: 1.71-12.35 Mpa Das, 1998 [107] 
    EB: 4.17-12.15 %  
TS: tensile strength; EB: elongation at break; YM: Young's modulus; WVTR: water vapour transmission rate; OP: oxygen permeability. 
  
I-42 
 
I.2.7 Les matériaux comestibles et à usage alimentaire 
Par définition, un enrobage ou un film comestible constitue une fine couche de 
matériau qui peut être consommée et apporte des propriétés supplémentaires à l’aliment. 
Ces propriétés peuvent être une barrière à l’oxygène ou autres gaz, aux microorganismes 
externes à l’aliment, à l’humidité ; peuvent permettre une protection physique, 
restreignent les échanges avec des composés volatiles et peuvent être supports 
d’ingrédients fonctionnels. Ce qui permet de différencier un film d’un enrobage est 
l’aptitude des films à se « tenir » seul contrairement à un enrobage (« coating ») qui doit 
être appliqué directement sur son support [108].  
Les enrobages et films comestibles peuvent être à base de lipides (paraffine, cires), à base 
de polysaccharides (amidons, chitosan, algues) et à base de protéines (zéine, gluten, 
caséine) ou bien une combinaison de ces différentes sources. Les films constitués d’un 
polymère dit « filmogène » vont souvent pouvoir être formulés en combinaison avec 
d’autres additifs qui vont leur apporter les propriétés recherchées dans certaines 
applications (plastifiants, colorants, …). 
Il existe différents mécanismes de formation d’un film de biopolymère, cela inclut les forces 
intermoléculaires comme les liaisons covalentes (ponts disulfure ou réticulation), 
électrostatiques, hydrophobes ou ioniques. Afin de garder le caractère comestible 
recherché dans ces films et enrobages, il faut que le procédé de fabrication soit compatible 
avec la qualité alimentaire recherchée. Dans cette optique, des modifications du pH, l’ajout 
de sel, le chauffage, la modification enzymatique, le séchage, l’utilisation de solvants de 
qualité alimentaire ou la réaction chimique avec des agents chimiques de qualité 
alimentaire sont les mécanismes utilisés pour développer les propriétés filmogènes du 
polymère [108]. 
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Intrinsèquement, de par sa nature comestible, un matériau comestible est également 
biodégradable [36]. Pour maintenir un caractère comestible, tous les composants (c’est-à-
dire les biopolymères, les plastifiants et les autres additifs) doivent être de qualité 
alimentaire et les procédés, les équipements et le lieu de production doivent également 
être appropriés et dédiés à l’alimentaire [79]. Les films et enrobages comestibles doivent 
être plus stables d’un point de vue biochimique, physico-chimique et microbiologique que 
la denrée qu’ils renferment pour avoir une réelle fonction de protection. Dans le schéma 
suivant, on peut retrouver les fonctions principales de protection d’un enrobage ou 
d’emballage face aux différents transferts qui ont lieu entre l’aliment, l’environnement et 
l’emballage. 
  
Figure I-14 : Représentation schématique des fonctions de protection et de transfert entre un aliment et 
l'enrobage ou film qui l'entoure d’après Debeaufort et al., 1998 [109] 
Grâce aux différentes fonctions de protection notamment ajoutées aux films comestibles, 
la structure traditionnellement rencontrée en emballage de produit alimentaire peut être 
complétement repensée [21], [31]. On note notamment l’exemple de produits qui sont 
emballés dans un film plastique puis dans un emballage en carton, dont l’emballage 
primaire en plastique pourrait être remplacé par un film actif protégeant le produit et 
augmentant sa durée de vie en rayon. Les films et enrobages comestibles vont permettre 
une manipulation facilitée de certains produits fragiles grâce à cette enveloppe protectrice 
supplémentaire. Le développement de stratégie uni-dose en alimentaire ou en 
pharmaceutique connait également un grand essor grâce aux films comestibles. 
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Les films comestibles ont été développés depuis le 15e siècle ; en Asie, la peau du lait de 
soja chauffé (correspondant aux protéines et lipides principalement) dit « yuba » était 
utilisée [110]. Les cires sont également utilisées depuis plusieurs siècles, depuis le 12e 
siècle plus exactement, pour protéger les agrumes mais, la commercialisation de fruits 
recouverts de cires tels que les pommes ou les poires est beaucoup plus récente (années 
1930) [31]. De nos jours, les films et enrobages comestibles sont de plus en plus utilisés 
sur des produits tels que les fruits, les légumes, les confiseries, le chocolat, et les noix [21], 
[111]. Des films à base de collagène sont utilisés pour former des boyaux pour les saucisses 
[112], [113]. De nombreux autres films à base d’amidon, de cellulose, 
d’hydroxypropylméthylcellulose ont entre autres été étudiés mais, peu sont 
commercialisés pour le moment contrairement aux enrobages comestibles qui sont très 
présents sur les fruits et légumes, les confiseries et les noix. Ces enrobages sont 
généralement à base de cires, de gomme-laque, de zéine ou de sucres [21]. Le maintien et 
l’amélioration de la qualité des produits sont recherchés pour de nombreux produits en 
retardant la déshydratation en surface, l’absorption d’humidité, l’oxydation des 
ingrédients, la perte d’arômes et la détérioration microbiologique. Il s’agit donc d’une 
protection physico-chimique mais, également d’une amélioration sensorielle importante 
de l’aspect visuel, la couleur, l’aspect de surface… [21].  
Une bonne propriété barrière aux gaz permet de retarder le taux de respiration des 
produits frais ; comme c’est le cas de nombreux fruits et légumes, un enrobage comestible 
ralentie la respiration, l’oxydation et donc l’activité des polyphénol-oxydases qui sont en 
cause du brunissement enzymatique [28], [114]–[116]. Les fruits et légumes sont 
également protégés de la déshydratation grâce à des enrobages. La perte d’eau étant l’un 
des facteurs principaux de détérioration des produits frais [38]. Une bonne propriété 
barrière à l’eau permet quant à elle de mélanger des produits à forte teneur en eau avec 
des ingrédients déshydratés (comme par exemple dans un mélange de céréales et de fruits 
ou bien entre une pâte et sa garniture) [43], [117], [118]. La propriété barrière à l’huile est 
mise en avant dans les produits frits (frites, poissons) afin qu’ils résistent aux huiles de 
friture pour en contenir moins dans le produit final [119], [120]. Un mélange 
d’hydrocolloïdes (protéines et polysaccharides) permet également de créer une barrière 
aux composés apolaires et dont de prévenir les transfert d’arômes ou de matières grasses 
[121]. 
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L’hydrosolubilité ou la liposolubilité du matériau a une grande importance en fonction de 
l’application visée. En effet, dans certains cas, une forte hydrosolubilité peut être 
recherchée pour une application uni-dose à dissoudre dans de l’eau comme dans le cas du 
café soluble ou de soupes déshydratées par exemple. Un matériau soluble dans les 
matières grasses permet aux consommateurs de cuire leurs aliments dans l’emballage par 
exemple. 
Le  
Tableau I-4 suivant adapté de Han, 2005 [108] permet d’avoir un aperçu des différentes 
associations possibles pour l’élaboration de films et enrobages comestibles : 
 
Tableau I-4 : Liste non exhaustive d'ingrédients et additifs à la base de formulation de films ou enrobages 
comestibles [108] 
Ingrédients et additifs utilisés dans l’élaboration de films et enrobages comestibles 
Fonction dans 
la formulation 
Matériaux 
Polymères 
filmogènes 
Protéines : collagène, gélatine, caséine, protéine du lactosérum, zéine, 
gluten, protéine de soja, protéine du blanc d’œuf, protéine myofribrillaire 
du poisson, protéine de sorghum, protéine de pois, protéine du son de riz, 
protéine de la graine de coton, protéine d’arachide, kératine 
Polysaccharides : amidon, amidon modifié, cellulose modifiée, alginate, 
carraghénane, pectine, pullulane, chitosane, gomme gellane, gomme 
xanthane 
Lipides : cires (abeille, paraffine, carnauba, candelilla, son de riz), résines 
(shellac, terpène), acetoglycérides 
Plastifiants Glycérol, propylène glycol, sorbitol, sucrose, polyethylène glycol, sirop de 
maïs, eau 
Additifs 
fonctionnels 
Antioxydants, antimicrobiens, nutriments, nutraceutiques, 
pharmaceutiques, arômes, colorants 
Autres additifs 
(auxiliaires 
technologiques) 
Emulsifiants et agents texturants (lécithine, Tween, Span) : pour stabiliser 
les émulsions 
Acides et bases : pour solubiliser les protéines 
Agents réticulant (aldéhydes) : pour réticuler les réseaux protéiques 
Enzymes : solubilisation de polymères par hydrolyse ou création de liaisons 
intra- et intermoléculaires (transglutaminase) 
Sels ou chélateurs d’ion : inducteurs de gélification ou non, de coacervation 
(sels de calcium en présence d’alginate ou polyphosphate en présence de 
caséine présure) 
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I.2.8 Les matériaux actifs et fonctionnalisés 
Les films et enrobages comestibles ont pour objectif d’améliorer ou maintenir la 
qualité des produits alimentaires en les protégeant des détériorations physiques, 
chimiques et biologiques. Ces fonctions de protection sont recherchées pour améliorer la 
qualité des produits alimentaires, augmenter leur durée de vie, améliorer la sécurité et la 
qualité [122]–[128] et par la même occasion remplacer le « suremballage » qui concerne 
certains produits [21]. L’application d’un film permet de renforcer les propriétés physiques 
d’un aliment et d’améliorer son attrait visuel ou tactile [129] simplement grâce aux 
propriétés inhérentes du biopolymère filmogène. Pour apporter des propriétés plus 
spécifiques et bien plus actives, telles qu’une protection contre les transferts d’humidité, 
les modifications chimiques induites par la lumière, contre l’oxydation ou la croissance de 
microorganismes, les matériaux doivent être réfléchis bien en aval et incorporer des 
ingrédients ou additifs qui les rendront actifs, fonctionnalisés. Ces matériaux sont 
fonctionnalisés comme barrière aux gaz, aux huiles, aux vapeurs et sont le support de 
molécules actives comme des antioxydants, des antimicrobiens, des colorants ou des 
arômes [21], [130].  
Afin de sélectionner un film ou enrobage approprié, il faut déterminer le type d’application 
pour ce matériau afin d’en cibler les attributs et les contraintes. En effet, dans le cas de 
produits secs, il faudra un matériau avec une bonne barrière à l’humidité et dans le cas de 
produits à forte humidité, il faudra utiliser un matériau insoluble. Le cycle de vie des 
produits alimentaires doit prendre en compte différents paramètres comme les 
températures et lieux de stockage, les procédés de transformation, l’exposition à la 
lumière, aux chocs et autres altérations du produit pour bien répondre à la demande 
industrielle d’une meilleure qualité et d’un prolongement de la durée de vie. Le Tableau 
I-5 donne des exemples d’applications pour des fonctionnalités qui peuvent être celles de 
films et enrobages comestibles [131]. 
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Tableau I-5 : Propriétés fonctionnelles nécessaires aux films comestibles en fonction de l'application visée [131] 
Propriétés fonctionnelles Qualités requises Applications 
Fournir une protection contre 
l'humidité et/ou l'oxygène 
Bonne aptitude à 
l'enrobage 
Faibles perméabilités à 
l'oxygène et/ou à l'eau 
Aliments frais (poisson, fromage, viande, 
fruits), à humidité intermédiaire, secs (noix, 
snacks, fruit secs) ou congelés 
Limiter la dessiccation 
superficielle 
Film humide (se 
déshydrate avant 
l'aliment) 
Aliments frais ou congelés 
Retarder la détérioration 
microbienne de surface 
Incorporation d'un agent 
antimicrobien 
Aliments humides ou à humidité 
intermédiaire 
Maintenir les différences d'aw, 
contrôler les transferts 
(solutés pigments, arômes) 
dans un aliment hétérogène 
Bonnes propriétés 
barrières à l'eau, aux 
solutés et/ou aux 
matières grasses 
Aliments hétérogènes (pâtisseries, biscuits, 
pizzas, confiseries), mélanges de produits 
secs pour apéritif, petit déjeuner, potages, 
aliments surgelés hétérogènes 
Empêcher l'absorption de 
solutés ou d'huile par l'aliment 
Bonnes propriétés 
barrières aux solutés, aux 
huiles 
Aliments congelés saumurés (crevettes, 
crabes), déshydratés par osmose ou frits 
Améliorer les propriétés 
mécaniques et renforcer la 
structure de l'aliment 
Bonne adhésion et 
cohésion 
Cacahouètes, crevettes, produits texturés, 
pâtisseries, aliments secs, lyophilisés, 
aliments en croûte et décorés 
Protéger individuellement des 
petits morceaux d'aliments 
Surface non collante 
Bonnes propriétés 
barrières et mécaniques 
Cubes de fromage, fruits secs et à humidité 
intermédiaire, cubes de glace 
Empêcher l'agglomération de 
petites pièces 
Surface sèche et non 
collante 
Cubes de fromages, fruits secs, produits frits, 
produits congelés 
Améliorer l'aspect de surface Lisse, brillant, homogène Produits de boulangerie, de confiserie, fruits 
frais et secs, snacks 
Modifier la couleur, l'arôme 
ou le goût de l'aliment 
Support colorants, 
arômes 
Bonnes propriétés 
barrières 
Applications multiples 
« Piéger » les arômes durant la 
fabrication et l'entreposage 
Bonnes propriétés 
barrières 
Fruits à humidité intermédiaire, aliments secs 
Portions prés dosés 
d'ingrédients destinés à être 
dispersés dans des produits 
alimentaires 
Aptitude à former une « 
capsule » soluble ou 
dispersible à chaud ou à 
froid 
Additifs à finalité nutritionnelle, additifs 
alimentaires, concentrés de levure ou 
d'enzymes, arômes, épices, sauces 
Potages déshydratés, boissons instantanées, 
édulcorants, assaisonnements, préparations 
aromatiques 
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I.2.8.1 Différents types d’altérations à ralentir 
Des changements physico-chimiques ou microbiologiques sont à l’origine de la 
détérioration des denrées alimentaires comme le brunissement enzymatique, l’hydrolyse 
et l’oxydation des lipides, la dénaturation, l’hydrolyse et la réticulation des protéines, 
l’hydrolyse et la synthèse de polysaccharides, ou la dégradation des pigments par exemple 
[132]. En plus de ces phénomènes inhérents aux aliments, des facteurs enzymatiques, 
physiques, chimiques et microbiologiques vont intervenir et faire de la matrice alimentaire 
un système complexe à étudier. Chaque matériau doit donc être optimisé pour protéger la 
denrée alimentaire de manière efficace. 
Le matériau sélectionné peut agir de deux manières pour ralentir les altérations, soit il 
agit préventivement car il apporte une protection contre des facteurs d’altération tels la 
lumière, l’oxygène ou bien il agit après l’impact d’altération avec des agents actifs lors du 
stockage du produit alimentaire comme par l’action de molécules antioxydantes ou 
antimicrobiennes par exemples. Les propriétés barrières du matériau sont mises à profit 
spécifiquement pour chaque application [133]. 
Le Tableau I-6 résume des conditions typiques de stockage de différentes denrées 
alimentaires et les facteurs déterminants pour leur durée de vie. Ce tableau liste 
également les propriétés barrières optimales [111]. 
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Tableau I-6 : Conditions de stockage de différentes denrées alimentaires et facteurs déterminants pour leur durée de vie [111] 
 
Food Typical time/temp. Required gas composition
Microbiology Colour Oxidation Structure Flavour Others O2 CO2 H2O Light Other
Animal derived products
Red meats 0–5°C 6–14d X X – – – –
High oxygen (70–80%),  high carbon 
dioxide (30–20%)
High High (High) – –
0–5°C 1–4d X X – – – – No control: atmospheric Low – (High) – –
Other meats 0–5°C 1 d–6w X (x) – – – – Low oxygen,  high carbon dioxide High High (High) – –
Cured meat products 5°C 4w X X X – – – No oxygen High High (High) High –
Cured fish products 5°C 4w X X X – – – High carbon dioxide High High (High) High –
Fish,  high fat 0–5°C 1–7d X – X – X Enzymatic
carbon dioxide (40%), Oxygen (30%) and 
nitrogen (30%)
High High Low – Odours
Fish,  low fat 0–5°C 1–7d X – – – X Enzymatic
Carbon dioxide (40–60%) and nitrogen 
(60–40%)
High High Low – Odours
Eggs 2–12°C 25 d–4w X – – – – Water loss – – – – – Aroma
Fluid milk 2–5°C 2 d–8 md X – X – X Photooxidation – High – High High Aroma –
Fermented milk 2–5°C 16–18 d X – X X – Photooxidation – High High High High Aroma –
Fresh cheese <5°C 1–8 w X – – – X Photooxidation – High High High High –
Semi soft and hard cheese <5°C 1 w–18w X – X – – Photooxidation – High Low High Low or high –
Mould ripened cheese <5°C 1–8 w X – – – X Photooxidation – High High High High –
Butter,  oil,  dairy spreads,  etc. <5°C 6 w or more X – X – X Chemical,  enzymatic – High – High (High) Odours grease
Pastas (fresh) 2–5°C 4 w X – (x) – – – Low oxygen High High (High) (High) –
Fruits and vegetables
Root crops 0–25°C from 1w X – X X – – No oxygen,  no carbon dioxide High High High High Odours
Most vegetables 0–25°C from 1w X – X X – – Oxygen (1–5%),  no carbon dioxide High High High High Odours
Most fruits and some vegetables 0–18°C from 1w X – X X – – Oxygen (1–5%),  carbon dioxide (0–5%) High High High High Odours
Dry products
Flour/grains
2°C-room temp. 3 
yr.
X – X – – Enzymatic – – – High – –
Powders,  high fat Room temp. 1 yr. – – X – X Staling Low oxygen High – High High –
Powders,  low fat Room temp. > 1 yr. – – – – X Stale flavour Low oxygen High – High (High) –
Breakfast cereals Room temp. 1 yr. – – X – X Humidity Atmospheric/low oxygen High Low High – –
Pastas (dried)
Room temp. 1–6 
md
– X X – – Enzymatic – – – High – –
Spices and herbs
Room temp. from 6 
md
– X X – X – – (High) – High (High) –
Snack foods Room temp. 1 yr – X X – X
Enzymatic loss of cripness,  
Hydrolytic rancidity
Low oxygen High – High High –
Coffees/teas
5°C-room temp. 1 
yr
– – X – X Staling Low oxygen High Low High High –
Breads
5°C-room temp,  1d-
12w
X – – X – Staling Low oxygen,  high carbon dioxide High High High – –
Cakes
5°C-room temp. 1d-
4 md
X X X X – –
Atmospheric/low oxygen,  high carbon 
dioxide
High High High (High) –
Crackers and cookies Room temp. 4 md – X X X X Loss of crispness – – – High – –
Chocolates
2°C-room temp. 
6–12 md
– X X – X – – – – – High Odours,  greese
Beverages
Water Room temp. 1 yr X – – – X Migration,  absorption – – – High – Aroma
Juice
5°C-room temp. 5d-
1 yr
X X X – X (Scalping) Photo oxidation Atmospheric,  low oxygen High – High High –
Carbonated drinks (beer & soft drinks)
5°C-room temp. 6 
md-1 yr
X – X – X Absorption,  migration High carbon dioxide,  low oxygen High High High High –
Frozen foods
High fat products −18°C 1 yr – (x) X (x) – – Low oxygen High – High (High) –
Low fat products −18°C 2 yr – (x) (x) (x) – Enzymatic (Low oxygen) High – High (High) –
Others
High fat products (dressing,  sauce,  etc.)
5°C-room temp. 1 
yr
– (x) X – – – Low oxygen High – High High Aroma,  grease
Ready meals 2–5°C 3–21d X – X – (x) – Low oxygen,  high carbon dioxide High High High – –
Optimal required barrier propertiesQuality factors determining shelf-life
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I.2.8.1.1 Les antioxydants 
Des antioxydants naturels ont pu être incorporés avec succès dans des films et 
enrobages comestibles permettant ainsi de retarder l’auto-oxydation des produits 
alimentaires à haute teneur lipidique [108], [134]–[138]. 
La viande fraîche demande un haut taux d’oxygène à sa surface pour assurer la couleur 
rouge de l’oxymyoglobine pour rester attrayante pour le consommateur. Il faut donc un 
emballage perméable à l’O2 ou une atmosphère avec de l’oxygène pour conserver cette 
couleur rouge. Différentes atmosphères modifiées ont été testées mais, en trop fortes doses 
par exemple de CO2 (>25%) qui permet de préserver la viande plus longtemps, une 
décoloration et un arrière-goût apparaissent [139]. Concernant les emballages perméables 
à l’oxygène, le problème est le développement et la croissance microbienne qui se fera 
rapidement en présence d’oxygène. Différents auteurs ont ainsi testés des films 
antioxydants, antimicrobiens pour préserver la qualité de différentes viandes, la couleur 
ou les deux et ainsi apporter deux fonctions au film [140]. 
La détérioration des fruits de mer et poissons est due à l’autolyse par des enzymes 
intrinsèques, à l’activité métabolique des microorganismes et à l’oxydation. Une des 
solutions envisagées pour garantir une qualité à plus long terme est de diminuer le taux 
d’oxygène et donc de développer des matériaux avec une bonne barrière à l’O2 [141]. Pour 
le moment, les auteurs se concentrent plutôt sur des ajouts de molécules antimicrobiennes 
et antioxydantes comme les huiles essentielles [142] associées à des films comestibles à 
base de gomme par exemple qui vont diminuer les pertes de masse du produit, les 
changements de pH, la détérioration de la texture et de la couleur, l’oxydation des lipides 
et le développement microbien. 
I.2.8.1.2 Protection physique 
Un exemple de protection physique apparaît nécessaire pour les œufs qui sont 
fragiles et nécessitent un matériau permettant d’absorber les chocs mais la condensation 
sur la coquille et la pénétration de microorganismes doivent être évitées. Un enrobage à 
base de chitosane qui empêche la perte de dioxyde de carbone et de l’humidité semble 
améliorer la durée de vie des œufs [143], [144]. 
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I.2.8.1.3 Hydrophobicité 
Concernant les aliments secs, il est nécessaire d’utiliser un matériau avec une 
bonne barrière à l’humidité pour prolonger la qualité et la durée de vie de ce type de 
produit [117], [119].  
Dans une étude d’Avena-Bustillos et al., l’enrobage de carottes épluchées par une émulsion 
de caséinate de calcium ou de sodium et de lipides a permis d’améliorer la résistance à la 
vapeur d’eau, le blanchiment et le taux de respiration de celles-ci [69]. La formulation à 
base de caséinate de calcium et de cire d’abeille qu’ils ont testé donne les meilleurs 
résultats concernant la résistance à la vapeur d’eau mais, cette formulation apporte une 
apparence blanchâtre sur les carottes. Cette étude montre qu’il faut faire le choix de 
l’application visée avant de chercher à améliorer certaines propriétés du matériau. Dans 
cette étude, le meilleur enrobage sera un compromis entre une bonne résistance à la 
vapeur d’eau et une apparence translucide ; par contre dans le cadre de l’élaboration d’un 
film ayant les mêmes propriétés, il peut être envisagé de choisir l’émulsion contenant de 
la cire d’abeille car l’apparence d’un emballage a moins d’importance. 
I.2.8.1.4 Les films et enrobages antimicrobiens 
La plupart des exemples cités précédemment montrent que ce n’est pratiquement 
jamais une seule propriété qui est modifiée pour améliorer un produit mais une 
combinaison de propriétés à optimiser. La qualité microbiologique des denrées 
alimentaires est d’ailleurs dépendante de certaines de ces propriétés (barrière à l’eau, 
barrière physique, hydrophobicité). Tout en cherchant à élaborer des films antimicrobiens, 
il faut également optimiser les propriétés précédemment énoncées pour améliorer la durée 
de vie et la qualité des denrées. Afin d’évaluer les propriétés antimicrobiennes d’une 
substance, on fait souvent référence à la concentration minimale inhibitrice (CMI) qui est, 
par définition, la plus petite concentration d’antimicrobien suffisante pour inhiber in vitro 
la croissance d’un microorganisme. 
Une large gamme de bactéries et moisissures (champignons et levures) est représentée 
dans l’alimentaire. Chaque type d’aliment est associé à un groupe d’organismes 
spécifiques (microbiote). Le développement au cours du temps de ce microbiote est 
déterminé par différents facteurs comme sa charge initiale, le pH du produit, l’activité de 
l’eau, le potentiel redox, les nutriments (minéraux, sucres et vitamines), les composés 
antimicrobiens, la structure physique du produit, la température de stockage et l’humidité 
relative. Un matériau actif, antimicrobien est la solution actuellement la plus étudiée afin 
de limiter le développement des microorganismes dans les denrées alimentaires. Ces 
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matériaux doivent correspondre à l’application ciblée car ils seront influencés par l’activité 
de l’eau, les conditions de stockage (sur leur propriété mécaniques), l’humidité relative, la 
migration des différents composés antimicrobiens et les gaz qui pourront être ajoutés 
comme atmosphère modifiée. 
Il y a deux modes d’action pour les films antimicrobiens : 
 Par migration ou relargage : l’inhibition de la croissance des microorganismes 
pathogènes se fait par migration des agents antimicrobiens de l’emballage vers 
l’aliment. Pour les composés volatiles, ils migrent d’abord vers l’espace de tête puis 
condensent sur la surface de la denrée. Pour les composés non volatils, le contact 
entre l’emballage et la denrée va jouer un rôle important dans la migration de celui-
ci. 
 Par immobilisation : ce mécanisme est notamment utilisé dans le cas de 
composés antimicrobiens de grade non alimentaire. Dans ce cas, l’inhibition 
microbienne se fait sans migration de composés. 
Dans ces deux modes d’action, pour obtenir une inhibition des microorganismes ciblés, il 
faudra que la concentration en molécules antimicrobiennes soit suffisante à la surface de 
l’aliment. La concentration minimale inhibitrice (CMI) est, par définition, la plus petite 
concentration d’antimicrobien suffisante pour inhiber in vitro la croissance d’un 
microorganisme. 
Les films comestibles ont été démontrés bons vecteurs de molécules actives 
antimicrobiennes [124], [127], [145], [146]. L’efficacité de la molécule active incorporée 
dépend du biopolymère support de cette molécule (sa structure et ses caractéristiques), de 
l’agent antimicrobien, des caractéristiques physico-chimiques du produit qui doit être 
protégé et des différentes interactions entre ces structures. 
Les molécules antimicrobiennes les plus étudiées et utilisées dans des films et enrobages 
comestibles sont les huiles essentielles, les acides organiques et les bactériocines. 
D’un point de vue réglementaire, seul certains agents antimicrobiens sont autorisés à être 
utilisés dans des emballages actifs selon le Règlement CE N°450/2009 relatif aux 
matériaux et objets actifs et intelligents destinés à entrer en contact avec des denrées 
alimentaires [147]. Les additifs autorisés font partis des additifs alimentaires autorisés 
dans le Règlement CE N°1333/2008 ou dans le Règlement CE N°1332/2008 relatif aux 
enzymes [148], [149].  
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Le Tableau I-7 présente une liste non exhaustive des additifs qui peuvent être incorporés 
selon la réglementation en vigueur dans les pays [150] : 
Tableau I-7 : Liste des additifs alimentaires qui peuvent être utilisés dans des emballages antimicrobiens [150] 
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I.2.8.1.5 Les huiles essentielles 
La composition spécifique (différents composés des huiles essentielles), la structure 
et les groupements fonctionnels des huiles essentielles jouent un rôle clef dans leur degré 
de réactivité. Les composés phénoliques, les terpènes, les alcools aliphatiques, les acides 
et les isoflavonoïdes sont les composés majeurs des huiles essentielles ayant un pouvoir 
antimicrobien [151]–[153]. Les huiles essentielles d’origan, de thym, de basilic, de trèfle, 
d’arbre à thé, de romarin, de laurier et de coriandre ont un large spectre d’activité 
antimicrobienne contre différentes souches comme Listeria innocua, Staphylococcus 
aureus, Salmonella enterica et Pseudomonas fragi [151], [154], [155]. Les huiles 
essentielles de thym et d’origan sont les plus utilisées car elles ont été démontrées comme 
étant les plus actives notamment grâce à la présence de carvacrol et thymol qui apportent 
ce fort pouvoir antimicrobien sur un large spectre de microorganismes. Le Tableau I-8 
adapté de Calo et al. permet de voir l’étendu des huiles essentielles étudiées dans la 
littérature [154]. 
L’incorporation d’huiles essentielles dans des films comestibles a été testée par différentes 
équipes pour augmenter la durée de vie de certaines denrées alimentaires. On retrouve 
notamment des essais sur la viande avec des huiles essentielles de thym et d’origan 
incorporées à des films et enrobages à base de protéines de soja ou d’isolat de protéines de 
lactosérum [156], [157]. Le même type d’essai est également conduit sur des crevettes afin 
d’apporter un pouvoir antimicrobien et antioxydant par l’ajout des huiles essentielles de 
feuilles d’oranger ou de thym incorporées à des films assez divers dont des films de 
gélatine, de gomme de graine de basilic ou de chitosane [158]–[160]. Les huiles essentielles 
d’origan et de citronnelle ont également montrer une amélioration de la préservation des 
fruits tels les abricots et les ananas lorsqu’elles sont incorporées à des enrobages de gomme 
de graines de basilic ou d’alginate [161], [162]. De nombreuses autres applications sont 
recherchées pour ces enrobages contenant des huiles essentielles ou bien leurs composants 
actifs, on peut citer l’exemple de découpes de fromages [163] et fruits et légumes tranchés 
[164]. 
La limite la plus importante à l’utilisation des huiles essentielles est le dosage qui ne peut 
excéder le niveau acceptable des produits alimentaires d’un point de vue organoleptique. 
Afin de réduire cette limitation, la solution peut être l’identification et la purification des 
composants actifs des huiles essentielles afin de s’affranchir de l’impact organoleptique ou 
bien de diminuer la concentration initiale antimicrobienne et de contrôler son relargage 
au cours du temps tout en maintenant une concentration efficace dans le produit. 
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Tableau I-8 : Liste des sources d'huiles essentielles et de leurs constituants étudiés dans la littérature [154] 
        Main constituents of select essential oils derived from plants. 
Plant source Latin name Main components % Reference 
Bergamot (peel) Citrus bergamia Limonene 59.2 Nabiba, Abdelfatteh, 
Faten, Hervé, & Moncef, 
2010 [165] 
Linalyl acetate 16.8 
Linalool 9.5 
Black pepper 
(berry) 
Piper nigrum Piperine 33.5 Singh et al., 2005 [166] 
Piperolein   
Piper amide   
Carrot (juice) Daucus carrot L. Carotol 20.2 Ma et al., 2015 [167] 
 Sabinene 12.8 
Beta-caryophyllene 8.0 
Alpha-pinene 6.1 
Cinnamon (bark) Cinnamomum 
verum 
Trans-
cinnemaldehyde 
68.4 Baratta et al., 1998 [168] 
Limonene 13.2 
Eugenol 4.4 
Clove (buds) Syzygium 
aromaticum 
Eugenol 7.5 Naveed et al., 2013 [169] 
Eucalyptol 3.2 
Coriander (seeds) Coriandrum 
sativum 
Δ3-Carene 60.5 Teixeira et al., 2013 [170] 
γ-terpinene 18.2 
Camphor 6.5 
Cumin (seeds) Nigella sativa L. Thymoquinone 37.6 Singh et al., 2014 [171] 
p-cymene 31.4 
α-thujene 5.6 
Eucalyptus oil Eucalyptus spp 1, 8-cineole 4.5–70.4 Elaissi et al., 2012 [172] 
Cryptone 0.0–20.9 
α-pinene 1.0–17.6 
Fennel (seed) Foeniculum 
vulgare L. 
Trans-Anethol 56.4 Roby, Sarhan, Selim, & 
Khalel, 2013 [173] Fenchone 8.3 
Methyl chavicol 5.2 
Key lime Citrus aurantifolia 
(Christm.) Swingle 
Limonene 53.8 Costa et al., 2014 [174] 
γ-terinene 16.5 
Β-pinene 12.6 
Lemongrass Cymbopogon 
citratus (DC) 
Stapf. 
Geranial 45.7 Baratta et al., 1998 [168] 
Myrcene 3.9 
6-Methylhept-5-en-
2-one 
2.7 
Marjoram Marjorana 
hortensis Moench 
Terpinen-4-ol 20.8 Baratta et al., 1998 [168] 
γ-terpinene 14.1 
α-Terpinene 9.2 
Rosemary Rosmarinus 
officinalis L. 
1, 8-cineole 46.6 Baratta et al., 1998 [168] 
α-pinene 11.8 
Limonene 9.3 
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I.2.8.1.6 Les bactéries lactiques et bactériocines 
La plupart des bactéries lactiques ont obtenu le statut GRAS (« Generally 
Recognized As Safe ») par la FDA (« Food and Drug Administration »). Ces bactéries 
peuvent donc être utilisées comme conservateurs alimentaires [125], [175], [176]. 
Cependant, les organismes vivants comme les bactéries lactiques qui sont pour la plupart 
thermosensibles, ont pour limite à leur utilisation, les conditions du procédé de fabrication 
du film. En effet, pour Pereira et al. tout comme d’autres auteurs travaillant sur les 
bactéries lactiques, il leur a fallu fabriquer le film par voie humide, et incorporer les 
souches probiotiques après avoir au préalable préparé une solution d’isolat de protéines 
de lactosérum, de plastifiant et d’eau qui a subi un traitement thermique (80°C) afin 
d’assurer la survie des bactéries lactiques [125].  
Les bactériocines sont les peptides antibactériens produits par les bactéries lactiques. 
Parmi les bactériocines, on retrouve la pediocine PA-1, la lacticine 3147, la natamycine (E-
235) qui ont été étudiées pour être approuvées et utilisées mais, la bactériocine la plus 
connue est la nisine (E-234). Cette bactériocine est un polypeptide produit par la bactérie 
lactique Lactococcus lactis et contient 34 acides aminés. La nisine est reconnue comme 
composé GRAS et est couramment utilisée comme conservateur, par exemple dans la 
conservation des fromages, des saucisses, des sauces, des purées déshydratées.... Elle 
possède une activité antimicrobienne sur une large gamme de bactéries Gram + et 
notamment sur de nombreux pathogènes alimentaires comme Clostridium botulinum, 
Staphylococcus aureus ou Listeria monocytogenes. L’efficacité des films incorporant de la 
nisine dépend de la formulation finale et du procédé d’élaboration du film. La nisine a été 
incorporée dans des films d’amidon préparés par casting en voie humide pour le contrôle 
de Listeria innocua par l’équipe de Sanjurjo et al. [177]. Ils ont ainsi démontré que les 
films d’amidon contenant de la nisine sont actifs et réduisent la croissance de L. innocua 
et permettent une bonne barrière aux contaminations pouvant altérer les produits 
alimentaires [177]. Dans ce même travail, les auteurs ont remarqué que le relargage 
progressif de la nisine à partir du film permettait d’améliorer son activité protectrice (en 
diminuant le phénomène de résistance à la nisine) contrairement à une addition directe. 
La Figure I-15 (A) montre l’action de l’ajout direct de nisine sur la souche. Après une heure 
de contact, la population microbienne a tendance à augmenter quel que soit la 
concentration de nisine testée, ce qui peut être expliqué par une inactivation de la nisine. 
Une expérience similaire à la précédente en mettant en contact L. innocua et des films 
relarguant différentes concentrations en nisine est présentée dans la Figure I-15 (B). On 
peut ainsi remarquer qu’aux formulations les plus concentrées en nisine (1322 et 2204 
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IU/cm²) la croissance microbienne ne reprend qu’après 6h de contact. Ce retard peut être 
expliqué par un relargage plus progressif de la nisine par le film ce qui permet de limiter 
une inactivation trop rapide. On pourrait même aller plus loin dans l’interprétation de 
leurs résultats en voyant que seule la concentration la plus élevée en nisine (2204 UI/cm²) 
permet cette inhibition de L. innocua pendant plus de 6h. Quoiqu’il en soit, ce travail est 
un bon exemple de l’interaction entre la matrice du biopolymère et les composés actifs qui 
sont incorporés à celui-ci. 
 
Figure I-15 : A : Réponse de L. innocua à l'ajout direct de nisine et B : Relargage de nisine à pH 5.5 dans un 
système liquide à partir de films contenant différentes concentrations de l'antimicrobien [177] 
Dans les travaux de Colak et al., la nisine et la natamycine ont été incorporées a des 
granulés de caséinate extrudés à 65°C puis soufflés (80°C) ou pressés (80°C) pour former 
des films [178]. Les granulés et films ont été testés sur différents microorganismes, 
Listeria innocua, Kocuria rhizophila et Aspergillus niger. Malgré une inactivation des 
antimicrobiens au vu de la réduction de l’activité antimicrobienne constatée, les granulés 
et films ont gardé une activité antimicrobienne résiduelle significative. Ce travail montre 
que l’optimisation des formulations et procédés de fabrication permet le développement de 
films actifs avec des antimicrobiens qui sont des composés thermosensibles. 
Des films d’isolats de protéines de soja ont également été proposés comme support pour la 
nisine et le lysozyme et ont montré un potentiel inhibiteur sur Lactobacillus plantarum 
[179] et sur Listeria monocytogenes [180]. 
I.2.8.1.7 Les acides organiques 
Les acides organiques dont l’acide lactique (E-270), tartarique (E-334), acétique (E-
260), malique (E-296), citrique (E-330), benzoïque (E-210), sorbique (E-200) et propionique 
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(E-280), tout comme leurs sels sont depuis longtemps utilisés dans la préservation des 
aliments. Ce sont des conservateurs alimentaires dont l’utilisation est réglementée par le 
règlement UE N°1129/2011 modifiant l’annexe II du règlement CE N° 1333/2008 
concernant les additifs alimentaires [148], [181]. Le Tableau I-9 présente les propriétés de 
certains acides organiques et leurs sels. 
Les acides organiques et leurs sels ont été testés dans différentes matrices telles que des 
films de protéines de lactosérum par Pérez et al. et Ozdemir et al. [182]–[184], des films 
d’amidon de pomme de terre par Saraiva et al. ou encore Shen et al. [185], [186], des films 
d’amidon de tapioca et gomme xanthane par Arismendi et al. et Fama et al. [187], [188], 
des films de gluten de blé par Türe et al. [189] et dans des films de chitosane par Pranoto 
et al. [190]. Torres et Karel ont également montré que des enrobages de zéine ont permis 
de conserver une concentration élevée d’acide sorbique en surface d’un fromage analogue 
(humidité intermédiaire) [121].  
Les acides organiques ont été étudiés pour leurs capacités antimicrobiennes sur de 
nombreuses souches. Dans ce projet ils ont été testés contre Escherichia coli d’où un état 
de l’art de l’action de ces derniers sur E. coli (exprimée en Concentration Minimale 
Inhibitrice (CMI) en grammes par litre).  Cette étude montre en effet une action inhibitrice 
importante des acides organiques et leurs sels sur différentes souches d’E. coli.
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Tableau I-9 : Présentation des acides organiques et de leurs sels : structure chimique, propriétés physiques et aspect réglementaire 
 
E-Number
Quantité autorisée selon les produits (mg/L 
ou mg/kg selon la matrice alimentaire)
RÈGLEMENT (UE) N° 1129/2011
pKa
Température 
ébullition (°C)
Masse 
molaire 
(g/mol)
Masse 
volumique 
(g/cm3)
Solubilité 
dans l'eau 
(g/L)
Molécule
Acide acétique E-260 quantum satis C2H4O2 CH3COOH 4,76 (25°C) 117,9 60,052 1,04 1000 (25°C)
Acide benzoïque E-210 150-quantum satis C7H6O2 C6H5COOH 4,19 (25°C) 122,4 122,121 1,31 1,3 (20°C)
Benzoate de sodium E-211 150-quantum satis C7H5NaO2 C6H5COONa 4,20 (25°C) > 300 144,103 1,44 630
Acide sorbique E-200 20-quantum satis C6H8O2 C5H7COOH 4,76 (25°C) 134,5 112,127 1,2 1,6 (20°C)
Sorbate de potassium E-202 20-quantum satis C6H7KO2 C5H7COOK 4,69 (25°C) 228 150,217 1,363 582 (20°C)
Acide propionique E-280 1000-quantum satis C3H6O2 CH3CH2COOH 4,88 (25°C) 141,1 74,078 0,995 1000 (25°C)
Propionate de calcium E-282 1000-quantum satis C6H10CaO4 (CH3CH2COOCa)*2 4,88 (25°C) > 300 186,219 0,4 60 (20°C)
Formules
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Tableau I-10 : Etudes de l'activité anti-Escherichia coli des acides organiques et de leurs sels. Expression de la Concentration Minimale Inhibitrice (MIC) déterminée en 
g/L dans chaque cas) 
Organic acid Strain MIC (g/L) Conditions Reference 
Acetic acid Escherichia coli ATCC 35218 0.417 0.5 McFarland turbidity. 37°C/12H Gao, 2012[191] 
Benzoic acid 
 
Escherichia coli MTCC 118 0.25 (pH 6.06) Nutrient agar. pH 6.8. 35°C / 18H Banerjee, 2003[192] 
Escherichia coli NCTC 10418 0.006 Nutrient broth, 37°C / 18H Adeshina, 2012[193] 
Escherichia coli TG1 0.9625 (24h) 
NCCLS, 2002, Muller Hinton broth&RPMI 1640 
broth, 5x105 cfu/mL, 35°C/48H 
Long-Xian Lv, 2007[194] 
Escherichia coli TG1 1.0656 (48h) 
NCCLS, 2002, Muller Hinton broth&RPMI 1640 
broth, 5x105 cfu/mL, 35°C/48H 
Long-Xian Lv, 2007[194] 
Potassium sorbate 
 
Escherichia coli ATCC 43895 2.5 (pH 6) 
Perez, 2011 and NCCLS 2009, McFarland 0,5 
standard in saline solution 5x107, 37°C/18H 
Perez, 2014 [182] 
Escherichia coli ATCC 43895 1.25 (pH 5.2) 
Perez. 2011 and NCCLS 2009. McFarland 0.5 
standard in saline solution 5x107, 37°C/18H 
Perez, 2014[182] 
Escherichia coli PMFKg-B12 5 10 cfu/mL, Muller Hinton broth, 27°C/ 24H Stanojevic, 2009 [195] 
Sodium benzoate 
 
Escherichia coli ATCC 10536 0.00015 Nutrient broth, 37°C / 18H Adeshina, 2012[193] 
Escherichia coli PMFKg-B12 5 10 cfu/mL, Muller Hinton broth, 27°C/ 24H Stanojevic, 2009 [195] 
Sorbic acid 
 
Escherichia coli MTCC 118 0.6 (pH 5.43) Nutrient agar, pH 6.8, 35°C / 18H Banerjee, 2003[192] 
Escherichia coli TG1 0.55 (24h) 
NCCLS, 2002, Muller Hinton broth&RPMI 1640 
broth, 5x105 cfu/mL, 35°C/48H 
Long-Xian Lv, 2007[194] 
Escherichia coli TG1 0.9625 (48h) 
NCCLS, 2002, Muller Hinton broth&RPMI 1640 
broth, 5x105 cfu/mL, 35°C/48H 
Long-Xian Lv, 2007[194] 
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I.2.8.2 Relargage de composés actifs 
L’enrobage d’une denrée permet de protéger celle-ci des transferts d’humidité, de 
gaz, de la perte d’arômes et également peut la protéger contre des chocs physiques. En 
plus de cette fonction barrière, un film ou un enrobage protecteur peut être le support de 
molécules actives (antioxydants, antimicrobiens) qui peuvent rester dans le film ou 
progresser vers la matrice alimentaire pour aider à sa conservation, comme le souligne le 
schéma suivant Figure I-16 adapté de Cuq et al. [129]. Tout l’enjeu est donc de déterminer 
la fonction recherchée de l’enrobage ou film actif. 
 
Figure I-16 : Schéma représentant la préservation d'un aliment avec ou sans enrobage/film comestible actif ; 
(a) détérioration liée à des transferts d'eau, (b) détérioration liée à des transferts de gaz, (c) détériorations liée 
à un développement microbien [129] 
Il est souvent question de « contrôle » lorsque l’on parle de l’action des films et enrobages 
sur une denrée alimentaire (contrôle des échanges gazeux, d’humidité, de migration de 
composants). Cela n’est pas toujours le terme approprié car en réalité le film apporte 
certaines propriétés de protection mais cette fonction n’est pas toujours contrôlée en 
fonction des facteurs environnementaux et surtout du temps par exemple. 
Le relargage des substances actives incorporées aux films et enrobages est un facteur très 
important à déterminer [145].  
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Bien évidemment, le type de relargage dépendra de l’application visée. Selon l’application, 
un relargage immédiat, lent ou bien contrôlé est recherché. Les films doivent contrôler le 
relargage des substances actives dans l’environnement à proximité (atmosphère, aliment) 
afin de maximiser l’efficacité de ces substances incorporées. Il est donc primordial de 
prendre en compte les interactions de ses substances actives avec l’environnement, avec 
le film ou avec les aliments. 
Différents facteurs vont influencer le relargage de composés comme [196]–[198] : 
 La taille et les interactions de la molécule avec la matrice de biopolymère : cela 
influence sa mobilité dans la matrice, ainsi une petite molécule migre plus 
rapidement qu’une grosse. 
 La compatibilité entre la molécule active et la matrice support : cela dépend donc 
des caractéristiques des deux types de molécules, des interactions qui sont créés 
lors de l’élaboration du film. Si les deux ne sont pas compatibles, le relargage se 
fera très rapidement et si les deux sont compatibles, le risque est de ne pas avoir 
de migration. Idéalement, il faut que le composé antimicrobien soit physiquement 
incorporé à la matrice support et que le relargage se fasse de manière contrôlée par 
modification de la matrice polymère. La compatibilité est déterminée par la 
polarité, le pKa, le température et la solubilité. 
 Le réseau de la matrice support : la porosité et son changement aux conditions 
environnantes vont être des caractéristiques déterminantes du relargage des 
molécules. 
Les films à base de protéines évoqués précédemment ont une nature hydrophile qui peut 
être utilisée à son avantage pour le relargage de composés actifs car les propriétés de 
transfert de matière sont affectées par la présence d’eau. Le polypropylène qui n’est pas 
très sensible à l’humidité (en opposition aux protéines) a montré peu, voir aucune, capacité 
à relarguer des composés actifs [199], [200]. 
Différents systèmes de relargage contrôlé ont été testés afin d’obtenir un relargage 
spécifique de molécules actives telles des antimicrobiens, des antioxydants, des arômes, 
des encres ou bien des molécules pharmaceutiques. Par exemple, des peptides 
antimicrobiens naturels ont été encapsulés dans des microcapsules sensibles à la 
température par l’équipe de Al-Nabulsi, ce qui permet de protéger les peptides jusqu’à ce 
que la température de conservation des emballages de viande dépasse la température 
critique de réfrigération, à ce moment-là, la microcapsule est détruite et les peptides 
antimicrobiens sont libérés [201].  
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Moditsi et al. ont étudié l’influence du pH et du NaCl sur des films d’isolats de protéines 
de lactosérum et de caséinates de sodium plastifiés au sorbitol [202]. Ils ont étudié les taux 
de diffusion de leurs films contenant différentes concentrations de sorbate de potassium 
et de natamycine. Ils ont ainsi remarqué qu’une addition de chlorure de sodium et une 
diminution du pH permettent de réduire la diffusion du sorbate de potassium (Figure I-17 
(1)) ; par contre, seul le pH a une influence sur le coefficient de diffusion de la natamycine 
(Figure I-17 (2)). Le relargage dépend donc fortement des molécules choisies et de leurs 
caractéristiques telles que la taille, la polarité… ainsi que des interactions 
matrice/molécule à relarguer/milieu. 
 
Figure I-17 : Cinétique de diffusion du sorbate de potassium (1) et de la natamycine (2) dans des films de 
protéines de lactosérum A) à différentes valeurs de pH de la solution de casting et B) à différentes 
concentrations de NaCl ajoutées [202] 
Sanjuro et al. ont quant à eux évalué le potentiel de support et de relargage de film à base 
d’amidon de tapioca contenant de la nisine [177]. Ainsi, ils ont obtenu un meilleur contrôle 
sur L. innocua en contact avec un film contenant de la nisine que lorsque la nisine est 
présentée seule. L’exemple de la nisine est présenté ici afin de démontrer le potentiel de 
relargage des films antimicrobiens en général. 
  
(1) (2)
I-65 
 
Ozdemir et al. ont déterminé que la diffusion de sorbate de potassium dans des films de 
protéines de lactosérum ne suivait pas la loi de Fick [184]. Le solvant, qui joue un rôle 
important, gonfle le matériau hydrophile et augmente le relargage du sorbate (molécule 
hydrosoluble) et a été considéré dans leur modélisation. Le coefficient de diffusion du 
sorbate dans les films de protéines de lactosérum est 10 fois plus élevé que dans des films 
de gluten [203] et de polyéthylène basse densité [204] mais, 10 fois inférieur à celui dans 
les aliments à humidité intermédiaire [121], [205]. 
De nombreuses solutions peuvent être envisagées pour contrôler le relargage des agents 
actifs grâce au choix de la matrice support par rapport aux molécules actives mais 
également par rapport à l’environnement avec lequel elle va être en contact (température, 
pH, aw).  
I.2.8.3 Aspect règlementaire concernant les matériaux destinés à rentrer en contact avec 
des denrées alimentaires 
Les films et enrobages comestibles font partir de la portion comestible des produits 
et doivent donc adhérer à la réglementation concernant les produits alimentaires [37]. 
Tous les ingrédients et additifs de la formulation des films doivent être de qualité 
alimentaire et non toxiques [29], [37], [206]. Généralement il s’agit d’ingrédients GRAS 
(Generally Recognized As Safe) mais, certaines restrictions s’appliquent parfois 
concernant leur domaine d’application. La Direction Générale de la Consommation, de la 
Concurrence et de la Répression des Fraudes, indique que tous les ingrédients, additifs et 
auxiliaires technologiques autorisés sont potentiellement utilisables dans la formulation 
des emballages comestibles. La formulation des films et enrobages est cependant pensée 
en fonction des objectifs finaux visés et des contraintes technologiques pour l’élaboration 
de ces derniers. 
D’un point de vue réglementaire, les films et enrobages comestibles peuvent être 
considérés comme des produits alimentaires, comme des ingrédients alimentaires, comme 
des substances aptes au contact alimentaire ou comme des matériaux d’emballage 
alimentaire [31], [111]. Pour le moment, la législation reste assez vague quant à la 
dénomination de ce type de film et les industriels sont libres par exemple de noter la 
composition des films sur leurs étiquettes (cela dépend tout de même du fournisseur du 
film qui doit être différent de l’utilisateur du film). 
La plupart des régulations actuelles concernant les matériaux pour contact alimentaire et 
notamment les matériaux actifs sont décrites dans la Figure I-18, d’après Restuccia et al., 
[207]. 
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Figure I-18 : Législation Européenne concernant les matériaux pour contact alimentaire [207]
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I.3 La caséine, une protéine bien connue ? 
Après lecture des réglementations en vigueur concernant les étiquettes développées 
pour la qualité et la traçabilité des fromages AOP, la caséine est choisie comme protéine 
matrice du biopolymère de ce projet. 
Les protéines sont des macromolécules constituées d’une séquence spécifique d’acides 
aminés (d’où la dénomination d’hétéropolymères car les unités ne sont pas semblables) et 
d’une organisation moléculaire caractéristique. Ce qui distingue les protéines des autres 
biopolymères est leur dénaturation, leur charge électrostatique et leur nature amphiphile. 
La structure des protéines peut être facilement modifiée afin de les rendre plus aptes à la 
formation d’un film par une dénaturation par la chaleur, la pression, l’irradiation, les 
traitements mécaniques, des acides, des alcalins, des ions métalliques, des sels, une 
hydrolyse chimique, un traitement enzymatique et une réticulation chimique et physique 
[208]. Tous ces traitements auront également leur impact sur les propriétés finales du 
film. Les protéines sont d’autant plus attractives que contrairement aux polysaccharides, 
elles sont composées de différents acides aminés qui comportent différentes fonctions 
chimiques ouvrant un grand champ de modifications et donc d’applications possibles.  
Les films à base de protéines ont montré de nombreux avantages tels que [36], [116] : 
 De bonnes propriétés optiques (brillance et transparence),  
 Des excellentes propriétés barrières aux lipides,  
 Une barrière à l’oxygène et aux vapeurs organiques à des humidités relatives 
faibles ou intermédiaires  
 Une perméabilité sélective aux gaz. 
Par contre, les films à base de protéines sont particulièrement sensibles à l’eau de par leur 
caractère hydrophile et cela peut altérer significativement les propriétés mécaniques et 
barrières des films.  
Le cas de la caséine avec ses caractéristiques chimiques et structurales ainsi que ces 
propriétés est décrit ci-après afin d’établir l’état de l’art concernant les biomatériaux à 
base de caséines. 
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I.3.1 La caséine, une protéine du lait 
La caséine est la protéine majoritaire du lait car elle représente 80% de l’ensemble 
des protéines du lait. Le lait bovin contient environ 30-35 g de protéine par litre. 
Cependant, ce chiffre est assez variable selon la saison, l’état de lactation et l’alimentation 
de l’animal [209]. Le Tableau I-11 suivant présente également la variabilité de 
composition des laits de différentes espèces animales. On peut ainsi voir que le taux de 
caséine est très variable.  
Tableau I-11 : Composition du lait moyen (% de masse) de différentes espèces [210] 
Composant Bovin Humain Chèvre Mouton 
Protéine 3,4 1,0 2,9 5,5 
Caséine 2,8 0,4 2,5 4,6 
Graisse 3,7 3,8 4,5 7,4 
Lactose 4,6 7,0 4,1 4,8 
Cendres 0,7 0,2 0,8 1,0 
 
Il existe différents types de protéines dans le lait que l’on distingue généralement en deux 
catégories en fonction de leur réaction face à l’ajout d’un acide ou de chymosine (présure) 
dans le lait : 
 Les protéines solubles, nommées protéines sériques ou protéines du 
lactosérum qui ont une structure globulaire, rigide, compacte comme la β-
lactoglobuline ou l’α-lactalbumine. 
 Les protéines insolubles, les caséines formant des micelles avec une structure 
dite en « random coil » (structure hélice/ressort aléatoire), supramoléculaire. Les 
caséines représentent environ 80% des protéines du lait de vache et précipitent à 
pH 4,6 (pH isoélectrique) à 30°C. 
  
I-69 
 
Le Tableau I-12 présente la composition protéique moyenne du lait de vache selon Walstra 
et Jenness, 1984 [211] : 
Tableau I-12 : Composition protéique moyenne du lait de vache (selon Walstra et Jenness, 1984 [211]) 
Protéines Concentration (g/L) 
Caséine αs1 10,0 
Caséine αs2 2,6 
Caséine β 9,3 
Caséine κ 3,7 
Caséine γ 0,8 
Protéose-peptones 0,8 
β-lactoglobuline 3,2 
α-lactalbumine 1,2 
Immunoglobuline 0,8 
Albumine du sérum 0,4 
Lactoferrine 0,1 
Transferrine 0,1 
Membrane globules gras 0,4 
TOTAL 33,0 
 
I.3.1.1 Les protéines solubles 
Généralement, on parle de protéines de lactosérum concernant les protéines qui 
n’ont pas précipité et se retrouvent dans le sérum après ajout d’acide ou de présure. Ces 
protéines solubles représentent 20% des protéines contenues dans le lait. La plupart de 
ces protéines sont globulaires avec un haut degré d’hydrophobicité. Elles sont également 
thermosensibles et deviennent insolubles lorsque le lait est chauffé (> 60-95 °C selon les 
protéines) [212]. Les principales protéines sont l’α-lactalbumine et la β-lactoglobuline et 
les autres sont notamment l’albumine du sérum, les immunoglobulines, les protéases-
peptone, des traces d’enzymes, du lysozyme et de la lactoferrine [212]. 
I.3.1.2 Les caséines 
Les caséines contenues dans le lait sont structurées en superstructures sphériques 
appelées micelles dont le diamètre varie de 30 à 600 nm [213]. Les micelles de caséine sont 
composées de monomères (caséines αS1, αS2, β et κ) et de minéraux qui par leurs propriétés 
et leurs interactions fournissent la structure organisationnelle de la caséine en fonction 
de son environnement et des traitements qui lui sont appliqués. En effet, les propriétés 
des produits laitiers par exemple, dépendent principalement des propriétés des protéines. 
De plus, de nombreux procédés de transformation sont possibles car les caséines ont une 
très bonne stabilité à la chaleur en comparaison des protéines du lactosérum qui sont 
stables jusqu’à 60-90°C [209].  
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Les micelles dans le lait sont stables jusqu’à 120°C pendant 20 minutes et la 
stabilité tend à croître avec l’augmentation de la teneur en caséine et la diminution de 
phosphate colloïdal [214], [215]. 
Les caséines sont composées de différents types de protéines et de minéraux. On retrouve 
notamment la caséine αs1, la caséine αs2, la caséine β, la caséine κ et des traces de caséine 
γ [216], [217]. Sur une base sèche, les micelles sont composées à 94% de protéines et 6% 
de phosphate de calcium colloïdal comprenant du calcium, du phosphate, du magnésium 
et du nitrate [209]. Ces différentes caséines ont des régions hydrophiles et d’autres 
hydrophobes différentes d’une caséine à l’autre (Figure I-19) [218], [219].   
 
Figure I-19 : Diagramme schématique des zones hydrophiles, hydrophobes, chargées et non chargées des 
différentes caséines à pH 6,6 (adapté et modifié de Kessler et al., 2013 et Swaisgood, 2003 [218], [219]) 
De plus, les caséines sont des phosphoprotéines, elles ont donc chacune plus ou moins de 
régions phosphorylées au niveau des résidus sérine. Les résidus proline uniformément 
répartis dans la séquence des caséines empêchent la formation de structures secondaires 
telles les hélices ou feuillets β d’où la conformation dite ouverte ou « random coil » de la 
caséine [217]. Les caséines κ ont un rôle particulier, ce sont tout d’abord des glycoprotéines 
et n’ont qu’un seul groupement phosphosérine mais surtout, elles sont stables en présence 
d’ions calcium et protègent ainsi l’ensemble des caséines contre la précipitation et 
stabilisent la micelle [216]. 
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Le Tableau I-13 permet de répertorier les différences entre les quatre grandes caséines :  
Tableau I-13 : Propriétés des caséines αS1, αS2, β et κ (NOTE : Les variations génétiques et des degrés de 
phosphorylation différents induisent les écarts) [220]–[223] 
Type αs1 αs2 β κ 
Mol. wt. 22,068 - 
23,724 
25,230 23,944 - 24,092 19,007 - 19,039 
pI 4.2 - 4.76 
 
4.6 - 5.1 4.1 - 5.8 
Phosphates 
/mole 
8 - 10 10 - 13 4 - 5 1 
Residues 207 199 209 169 
Proline 
residues 
10 17 34 - 35 20 
g protein/L 
in skim 
milk 
12 - 15 3 - 4  9 - 11 2 - 4 
Cystein 
residues 
0 2 0 2 
S-S groups 0 1 0 1 
S-H groups 0 0 0 0 
Calculated 
charge at 
pH 6.6 (mV) 
(-21) – (-23.5) (-12.2) – (-17.1) (-11.8) – (-13.8) (-2) – (-3) 
Description _ Can be 
precipitated 
at low levels 
of calcium 
_ Two hydrophobic 
regions which 
contain the proline 
residues 
_ Polar region with 
phosphate groups 
_ Can be 
precipitated at low 
calcium levels 
_ Amphiphilic 
protein acts like 
detergent 
molecule 
_ Less sensitive to 
calcium 
precipitation 
_ Rennet cleavage 
leaves hydrophobic 
part, para-kappa 
casein, hydrophilic 
part (casein 
glycomacropeptide) 
_ Resistant to 
calcium 
precipitation 
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Les caséines peuvent être extraites par différentes méthodes qui leur confèreront des 
structures et des propriétés différentes.  
 La caséine dite « présure » est obtenue par coagulation du lait par des enzymes 
protéolytiques comme celle trouvée dans l’estomac de veau (chymosine) avec un pH 
inchangé par rapport au lait (environ 6,6) et une température optimale pour 
l’enzyme de 29°C. La solution enzymatique qu’est la présure contient de la 
chymosine à 75% et de la pepsine à 25%. La chymosine qui joue un rôle majeur, 
vient couper la caséine κ entre le 105ième et le 106ième acide aminé comme indiqué 
dans la Figure I-20. Cette action va engendrer la formation d’un glycomacropeptide 
libre et la caséine κ devient la paracaséine κ. La paracaséine κ devient sensible au 
calcium, des liaisons phosphocalciques entre les micelles se créent, la micelle est 
déstabilisée et le lactosérum est expulsé. Cette coagulation des caséines dite 
enzymatique est irréversible car la caséine κ est hydrolysée et des liaisons fortes 
interviennent. La caséine présure est insoluble dans l’eau et les alcalins mais peut 
être dissoute par ajout d’agents séquestrant le calcium comme des polyphosphates. 
C’est notamment une technique utilisée pour fabriquer des analogues de fromages 
[224]. 
 
Figure I-20 : Représentation schématique de l'hydrolyse de la caséine κ par la chymosine [225] 
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 La caséine dite « acide » est quant à elle obtenue par coagulation acide. Par l’ajout 
d’acide minéral ou lactique, la caséine va précipiter lorsque le pH sera en dessous 
du pH isoélectrique de la caséine qui est de 4,6. Dans ce cas-là, la caséine perd sa 
structure micellaire native par élimination des minéraux (calcium et phosphate). 
Généralement, de l’acide chlorhydrique est ajouté pour faire coaguler les caséines. 
Dans certains autres cas, de l’acide lactique produit in situ par une culture 
mésophile d’acide lactique comme Streptococcus lactis et/ou S. cremoris permet 
d’obtenir la coagulation recherchée. Occasionnellement, l’acide sulfurique est 
utilisé mais celui-ci charge le lactosérum avec du sulfate de magnésium qui est un 
laxatif et est donc non recherché pour des applications du lactosérum. De nouvelles 
techniques d’extraction de caséines « acide » ont été développées. Des procédés 
comme l’échange d’ions, l’électrodialyse et l’électroacidification ont permis d’obtenir 
des caséines « acide » avec de propriétés physico-chimiques différentes [226]. La 
caséine « acide » est insoluble dans l’eau mais soluble dans les alcalins. 
 
 Les caséinates, eux, proviennent d’une deuxième modification chimique apportée 
sur des caséines acides. En effet, les caséinates correspondent à la neutralisation 
des caséines acide par des alcalins tels l’hydroxyde de sodium, de potassium ou de 
calcium qui donnent naissance aux caséinates du même nom. Les caséinates ont la 
particularité d’être hydrosolubles.  
Dans certains cas, plusieurs systèmes de coagulation sont jumelés comme par exemple des 
acides et de la présure ou bien des acides et de la chaleur par exemple. Des caséines sont 
également précipités par injection de dioxyde de carbone sous haute pression à haute 
température qui est un procédé développé par l’équipe de Tomasula [227], [228]. La 
caséine extraite par ce procédé contient un fort taux de calcium (1.5%) car les micelles sont 
précipitées intactes.  
Le Tableau I-14 et les représentations schématiques suivantes (Figure I-21) représentent 
les différences entre les différents types de caséines commercialisées [229] et l’action de la 
coagulation sur leur structure (avec une schématisation de type « structure interne 
uniforme » de la micelle) et leur organisation d’après Horne et al [230], [231]. 
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Tableau I-14 : Les différents types de caséines commercialisées (caséine présure, caséine acide et caséinate) et leurs propriétés [229] 
 Caséine présure Caséine acide Caséinate 
Types Caséine présure 
Caséine acide 
minérale 
Caséine acide 
lactique 
Caséinate de 
sodium 
Caséinate de 
potassium 
Caséinate de 
calcium 
Réactif 
Chymosine (présure/extrait de 
présure) 
Présure microbienne 
Acide minéral 
(chlorhydrique ou 
sulfurique) 
Acide lactique 
(fermentation 
naturelle) 
Hydroxyde de 
sodium 
Hydroxyde de 
potassium 
Hydroxyde 
de calcium 
Réaction 
Caséine + H2O 
=> Para-k-caséine (hydrophobe) 
+ Caseinomacropeptide (hydrophile) 
H2N-Caséine Protéines-COO-  + H+ (pH 6,6) 
=> +H3N-Caséine Protéines- COO- (pH 4,6) 
+H3N-Caséine Protéines-COO- (pH 4,6) 
=> H2N-Caséine Protéines-COO-  + H+ (pH 6,6) 
Solubilité Insoluble Insoluble Soluble 
Humidité (%) 11,4 11,4 3,8 
Protéine (%) 79,9 85,4 91,3 
Calcium (%) 2,6 - 3 0,1 0,1 0.1 1.3 – 1.6 
pH 7,3 – 7,7 4,6 – 5,4 6,5 - 7,0 
Minéraux 
(Ca, 
Phosphate…) 
Calcium lié à la protéine 
Perdus (solubilisés dans la phase 
aqueuse) 
Perdus en phase aqueuse puis certains 
retrouvés en fonction du réactif 
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Figure I-21 : Représentation de caséine (sous le modèle en structure interne uniforme) et des mécanismes de coagulation (acide et enzymatique) [230], [231] 
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Les caséines ont adopté différentes structures et organisations au cours des décennies en 
fonction de l’avancée des travaux dans le domaine et, leur structure reste à l’heure actuelle 
assez controversée. On peut regrouper les différentes théories sur la structure des caséines 
en trois grands groupes de modèles théoriques.  
 Le modèle « cœur-enveloppe » de Waugh et al. (1965) qui suppose la présence de 
complexes de caséines αs et β au cœur de la micelle et une caséine κ située en 
périphérie formant une enveloppe. Une version plus récente a également été 
proposée par Paquin et ses collaborateurs en 1989 [232], [233]. (Cf Figure I-22, A) 
 Le modèle de structure interne uniforme (Garnier et Ribadeau-Dumas, 1970) dans 
lequel un trimère de caséine κ se lie à 3 chaînes de caséine αs1 et β qui peuvent 
elles-mêmes s’associer à d’autres caséines κ. Ce modèle de réseau est très poreux 
et très ouvert car les enzymes peuvent interagir avec l’intérieur de la micelle. De 
même ici, des modèles plus récents ont été proposés notamment par Holt et Horne 
en 1998 [230], [234], [235]. (cf Figure I-22, B) 
 Le modèle à sous unités dites submicelles proposé par Shimmin et Hill en 1964 et 
repris par Morr en 1967 et plus récemment par Walstra en 1990. Les submicelles 
sont comme le modèle micellaire de Waugh mais les submicelles sont reliées entre 
elles par du phosphate de calcium [236]–[238]. (cf Figure I-22, C) 
La Figure I-22 propose un récapitulatif des différents modèles proposés. Les plus récents 
modèles semblent indiquer la présence de submicelles reliées entre elles par du phosphate 
de calcium et une présence prépondérante de la caséine κ en périphérie de la micelle. 
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Figure I-22 : Récapitulatif des différents modèles de structure et d'organisation de la micelle de caséine [230], [231], [233]–[238]
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I.3.2 L’utilisation des caséines 
I.3.2.1 En tant qu’ingrédient alimentaire 
Les protéines du lait dont notamment les caséines ont d’abord été utilisées pour 
des applications non alimentaires. En effet, ce n’est que vers les années 1950-1960 que la 
structure et les propriétés de ces protéines ont été étudiées et ont permis, en sus d’une 
meilleure qualité hygiénique, le développement d’applications alimentaires des caséines. 
Les propriétés fonctionnelles des caséines leur confèrent de nombreuses possibilités 
d’applications en tant qu’auxiliaires technologiques ou substituts d’autres protéines [239]. 
Dans l’agroalimentaire, les caséines apportent des fonctions assez diverses comme la 
rétention d’eau (pâtisserie, biscuit, plats cuisinés), une fonction de gélification, et des 
propriétés filmogènes (dans les viandes et la panification), des propriétés émulsifiantes 
(produits laitiers, biscuits). Le Tableau I-15 suivant issu de la revue de Southwards permet 
d’avoir une idée de l’étendue des applications alimentaires des caséines [229]. 
I.3.2.2 En tant que matrice d’un film ou enrobage 
Les films ou enrobages à base de caséine sont utilisés sur différentes matrices 
alimentaires selon la fonctionnalisation qui a pu leur être apportée lors de leur fabrication. 
Les films et enrobages à base de caséine peuvent être utilisés pour augmenter la durée de 
vie des produits de boulangerie, des confiseries au chocolat, pour réduire la perte d’eau des 
fruits dans des mélanges de céréales mais également des fruits et légumes plus 
généralement, ou encore des œufs et des poissons congelés ; pour empêcher l’oxydation des 
lipides dans les poissons ; pour améliorer la stabilité microbienne de nombreuses denrées 
[240].  
En tant que barrière à l’humidité et aux gaz, les films de caséines peuvent étendre la durée 
de vie des produits alimentaires. Ils peuvent empêcher la perte d’eau des produits frais, 
réduire les taux de maturation et retarder le brunissement. De nombreuses études ont 
déjà été menées sur des aliments comme les carottes, les fraises et les pommes [241], [242]. 
Avena-Bustillos et al. ont étudié l’effet de différentes formulations émulsionnées à base de 
caséinate de sodium et d’acide stéarique pour la protection des carottes épluchées contre 
la perte d’eau et le blanchiment [243]. 
Un plan d’expérience par la méthode des surfaces de réponses leur a permis d’optimiser 
leur formulation (1,5% de caséinate de calcium et 0,2% d’acide stéarique) pour retarder le 
phénomène de blanchiment et d’augmenter la résistance à la vapeur d’eau de 80%. 
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Tableau I-15 : Utilisations et fonctions des caséines en alimentaire [229] 
 
Pour chaque application, le film ou enrobage doit être optimisé d’où l’intérêt de 
comprendre la matière première de départ qu’est la caséine sous ses différentes formes et 
d’énumérer les différentes approches déjà étudiées pour l’élaboration d’un matériau à base 
de caséine dans les prochains paragraphes. 
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I.3.3 Procédés de fabrication de films 
Différentes stratégies permettent de modifier les propriétés du matériau final, les 
ingrédients peuvent être modifiés avant d’être incorporés au procédé d’élaboration du film 
(chimiquement, enzymatiquement par exemple), le procédé peut être modifié de 
différentes manières pour en changer l’impact (chimiquement, conditions du procédé…) et 
le matériau peut également être modifié en post-traitement (radiation, enrobage, 
multicouche…). 
Avant d’entreprendre l’élaboration d’un biomatériau pour une application spécifique, il est 
donc important de comprendre les propriétés chimiques du biopolymère, du plastifiant, 
des additifs et l’impact du procédé de fabrication sur la structure et les propriétés du 
matériau final [29], [206]. La solubilité dans l’eau, l’éthanol ou à différents pH des 
ingrédients est essentielle en procédé par voie humide dit « solution casting » . Concernant 
le thermoformage, ce sont surtout la thermoplasticité des biopolymères, la transition de 
phase, la transition vitreuse ou la gélatinisation qui doivent être évaluées en aval du 
procédé [38]. Enfin, la compatibilité chimique des différents plastifiants et additifs doit 
être déterminée pour évaluer les changements que leur addition impliquera dans la 
structure du matériau final. 
Dans l’optique de débouchés commerciaux pour les films ou enrobages, les systèmes de 
production envisagés doivent être faisables économiquement et compatibles avec 
l’industrie de l’emballage actuelle. Pour satisfaire ces contraintes, la composition des 
matériaux doit être optimisées et les mécanismes de production devront être modifiés en 
accord avec ces nouvelles formulations [111]. 
  
I-81 
 
Le schéma suivant de Gontard et al. [244] présente les deux grandes catégories (voie 
humide ou voie sèche) de transformation des biopolymères qui vont être développées par 
la suite : 
 
Figure I-23 : Deux approches pour la mise en forme de polymères biosourcés [244] 
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I.3.3.1 Voie humide ou voie solvant : « solution casting » 
Un film correspond à un réseau de polymères avec une structure gélifiée. Les 
matériaux filmogènes doivent donc former une structure gélifiée réarrangée avec tous les 
composants de la formulation. Dans le procédé de casting en voie humide, les ingrédients 
sont mélangés dans une solution aqueuse avec un solvant pour former un réseau gélifié. 
La solution est souvent dégazée pour qu’il n’y ait pas de bulles d’air résultantes dans le 
film final. La solution filmogène est ensuite appliquée sur une surface plane à l’aide d’un 
pulvérisateur, d’un épandeur ou d’un rouleau puis séchée pour éliminer l’excès de solvant 
et obtenir un film ou bien elle est appliquée directement sur un produit par étalement au 
pinceau, par pulvérisation ou immersion dans le cas d’un enrobage. Il s’agit donc d’une 
transition entre la phase polymère dans solvant à la phase solvant dans polymère. Le choix 
du solvant est très important cependant, dans le cadre des films comestibles ou 
biodégradables, le choix se limite à l’eau, l’éthanol, certains acides, ou leurs mélanges 
[245]. Tous les ingrédients doivent être dissous ou du moins dispersés (cas des émulsions) 
de manière homogène dans le solvant pour l’obtention d’un film homogène.  Pour obtenir 
une structure homogène dans le film et éviter une séparation de phase, différents 
émulsifiants peuvent être ajoutés [245]. Ce procédé est très utilisé dans la littérature car 
il est assez aisé à mettre en œuvre pour les composés hydrosolubles comme le sont de 
nombreux hydrocolloïdes ou moyennant quelques modifications.  
Par exemple, les films à base de protéine de lactosérum ou de caséinate de sodium sont 
produits par déshydratation après chauffage d’un mélange polymère-eau [78], [182]. 
I.3.3.2 Voie sèche   
La seule technique qui permet de transformer en continu un polymère est 
l’extrusion. La géométrie des produits générés par cette méthode est variée et convient 
parfaitement pour l’obtention de films fins. 
L’extrusion est une méthode de transformation initialement développée sur les polymères 
issus de la pétrochimie est de plus en plus développée pour des bioplastiques et des 
composites. Une extrudeuse consiste brièvement à une ou deux vis sans fin placées à 
l’intérieur d’un fourreau qui peut être régulé en température sur plusieurs zones le long 
des vis. Durant le temps de résidence du polymère dans l’extrudeuse, celui-ci va subir des 
forces de cisaillement et de la compression sous hautes températures (dépendant du profil 
de vis et des températures appliquées). De nombreux paramètres jouent un rôle important 
en extrusion comme le profil de vis, la vitesse de vis, les températures choisies ainsi que 
le gradient de cisaillement sur les zones de vis, le débit d’alimentation en matière 
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première, le type et la quantité de plastifiant et autres additifs, le taux d’humidité et la 
forme et la taille de la filière. Dans le cadre des protéines, ces paramètres déterminent 
l’étendue des changements sur la conformation, l’agrégation et la réticulation partielle de 
celles-ci. Etant donné qu’il s’agit d’un procédé continu, il a l’avantage de permettre une 
production à haut débit et une bonne uniformité du produit final. Les coûts énergétiques 
et environnementaux de ce procédé sont également à considérer car contrairement au 
procédé en batch par voie humide, il n’y a pas besoin de solvant ni de le faire évaporer ce 
dernier. Pour la transformation des polymères biosourcés, l’ajout de plastifiant (souvent 
en plus de l’eau qui joue déjà un rôle de plastifiant) est indispensable pour améliorer la 
mobilité des chaînes de polymères, notamment dans un procédé aussi intense que 
l’extrusion.  
Les propriétés thermoplastiques des biopolymères sont donc très importantes et 
l’interaction avec les plastifiants l’est tout autant puisque ceux-ci diminue la température 
de transition vitreuse [36], [38]. Avec l’ajout de molécules actives ou molécules 
thermosensibles en générale dans certaines formulations de films, les conditions de 
procédé doivent être adaptées afin de préserver l’intégrité de ces molécules et leur activité 
résiduelle [128], [247]. 
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I.3.4 Histoire des matériaux à base de caséine 
La caséine est utilisée depuis le milieu du 19ième siècle pour des applications non 
alimentaires, initialement dans les adhésifs et les peintures à base d’eau. Puis, vers les 
années 1930, des fibres protéiques artificielles à partir de caséine ont été mises au point 
ayant des propriétés similaires à la laine. La caséine acide est notamment utilisée dans 
les adhésifs pour le bois (ex : plywood), pour l’enrobage du papier et du carton, pour les 
épandeurs en horticulture, comme agent de tannage du cuir, pour les joints de ciment et 
dans les peintures.  
La caséine présure est quant à elle déjà connue comme plastique car elle a été utilisée 
pour faire des objets tels des boutons de vêtements, des manches de couteaux, des dominos, 
des pièces de piano. En effet, la caséine présure extraite du lait puis traitée au formol 
(réticulation) permet d’obtenir une matière plastique (un thermodurcissable) 
généralement connue sous le nom de Galalithe et découverte par le Français Auguste 
Trillat en 1893. Sa découverte est ensuite brevetée par l’Allemand Wilhelm Krische et 
l’Autrichien Adolf Spitteler en 1897 sous le nom de Galalithe [248]. En France, ce produit 
est commercialisé sous les noms de Galalithe, Lactolithe et Sicalithe ; en Angleterre, on 
l’appelle Erninoïd et en Amérique : Aladinite, Casolite, Lactite, Améroïd, Gala, Galorn… 
Le principe de fabrication de la caséine réticulée au formol est le suivant [249]: 
 « La caséine en solution est précipitée par l’addition d’un sel (acétate de plomb, sels 
de zinc, alun notamment), accompagné d’autres sels métalliques susceptibles 
d’apporter une coloration (sels de fer, de chrome) ou d’un acide. 
 Le produit précipité, essoré sur un tamis, jusqu’à apparence sèche, est soumis à 
l’action du formol sous forme de vapeur ou solution aqueuse. La durée du 
traitement est fonction de l’épaisseur de l’objet traité (généralement 1 semaine à 6 
mois). 
 Présentations possibles : 
o En masse ou feuille moulée. La masse coagulée est incolore, transparente. 
Elle peut être colorée, chargée ou non de substances minérales. 
o En couche mince pour la protection des surfaces verticales qui deviennent 
lavables et hydrofuges. » 
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La plupart des brevets concernant la caséine avant celui de Kirsche et Spitteler n’avaient 
pas d’applications industrielles à cause des mauvaises propriétés de la matière à base de 
caséine moulée. La caséine réticulée quant à elle ne permet que la production d’un objet à 
la forme définitive. La galalithe a une densité de 1,35, elle est inodore, sur le plan 
chimique, elle résiste aux acides et bases étendues, elle est peu sensible aux solvants mais, 
elle a tendance à absorber l’eau et est ininflammable [249]. La caséine formolée va 
connaitre un déclin à partir de la première guerre mondiale notamment dû au fait que les 
biens allemands de la Galalith Gesellschaft en France sont mis sous séquestre et 
l’Allemagne première productrice de ce matériau ne peut plus se fournir en caséine. 
Quelques dizaines d’années plus tard, c’est l’émergence des plastiques pétrosourcés qui 
sont plus performant et moins chers et remplacent complétement la galalithe. En 1930, la 
production mondiale de matériaux à base de caséine était d’environ 10 000 tonnes. A 
présent, seuls quelques objets tels des boutons ou des bijoux sont confectionnés à l’aide de 
caséine formolée. En outre, le formaldéhyde étant un cancérigène connu [250], il a été 
interdit dans de nombreux pays dont la France depuis 2011 [251]. 
I.3.5 Une multitude de films à base de caséine ? 
Les films à base de caséine sont transparents et ont des bonnes propriétés barrière 
aux gaz. Par contre, contrairement à des films à base d’amidon ou synthétiques, les 
propriétés mécaniques et barrière à la vapeur d’eau ne sont pas très bonnes. Ainsi, pour 
améliorer les propriétés des matériaux, différentes solutions ont été étudiées et sont 
présentées dans les paragraphes suivants. En effet, depuis la découverte de la caséine 
réticulée, de nombreuses études ont été menées pour comprendre comment les 
modifications des propriétés microstructurales du matériau (comme l’addition de lipides, 
de plastifiants et différentes combinaisons de polymères) afin de produire un matériau à 
base de caséine avec un large éventail de propriétés disponibles. La structure et les 
différentes propriétés (caractère amphiphile par exemple) font de la caséine une matière 
première idéale, permettant la production de films transparents et avec une bonne 
cohésion. L’avantage premier des films à base de caséine reste leur comestibilité et leur 
biodégradabilité. 
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Il y a de nombreuses façons d’obtenir des films à base de caséines grâce à différents 
traitements chimiques, enzymatiques ou physiques appliqués avant, pendant ou post-
process comme décrit par le schéma suivant et les paragraphes qui suivent. 
 
  
Figure I-24 : Schématisation du potentiel de transformation des caséines 
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I.3.5.1 En modifiant le types de protéines 
Malgré le fait que les caséinates (de sodium, de magnésium, de potassium et de 
calcium), la caséine acide et la caséine présure proviennent de l’extraction de la même 
caséine micellaire de départ, elles ont des particularités qui sont retrouvées dans le film 
final. Comme le montre différentes études comme celle de Ho et al., de Chick et Ustunol 
et de Banerjee et Chen, la perméabilité à la vapeur d’eau change en fonction du type de 
caséine utilisée [80], [252], [253]. Il est difficile de comparer toutes ces études entre elles 
car les conditions expérimentales sont différentes mais il en ressort que la différence de 
perméabilité apporté par le type de caséine et cette perméabilité évolue également en 
fonction du reste de la formulation comme l’ajout d’additifs hydrophobes comme l’a montré 
Avena-Bustillos et Krochta avec l’ajout de cire d’abeille dans des films de caséinate de 
sodium [241].  
La caractéristique la plus remarquable concernant les différents types de caséine est leur 
degré d’hydrosolubilité. A pH neutre dans de l’eau, les caséinates seront hydrosolubles 
(même si les caséinates de calcium le seront moins rapidement que les caséinates de 
sodium par exemple) [254] et par contre, la caséine acide et présure ne le seront pas. Cela 
intervient fortement dans le type de film (hydrosoluble ou non) qui est visé et de 
l’application recherchée pour ce film. Des modifications physico-chimiques post-extraction 
de la caséine peuvent être envisagées afin de réduire ou d’augmenter l’hydrophobicité des 
différentes caséines. L’ajout de sels de phosphates, de chlorure de calcium ou d’un agent 
de réticulation sont des techniques couramment utilisées afin de modifier l’hydrosolubilité 
et la barrière à l’eau de films. 
Le type de caséine choisi pour produire un film aura également un impact sur les 
propriétés mécaniques du film. Banerjee et Chen ont notamment montré qu’un film de 
caséinate de calcium a une résistance à la traction plus élevée et un allongement plus 
faible qu’un film de caséinate de sodium, cela étant attribué aux ponts calciques présent 
dans les caséinates de calcium qui diminue la flexibilité du film [80]. De la même façon, 
Chick et Ustunol ont rapporté une résistance à la traction plus importante pour la caséine 
présure que pour la caséine acide [252]. 
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I.3.5.2 En mélangeant différents polymères 
Les mélanges de polymères sont de plus en plus courant afin d’obtenir les nouvelles 
propriétés visées et ainsi combiner le meilleur de chaque polymère si possible. 
Arvanitoyannis et al. ont mélangé des amidons de blé et de maïs avec des caséinates de 
sodium [255]. Les polysaccharides sont compatibles avec la protéine pour la formation de 
films uniformes avec suffisamment de tenue. La protéine dans ce cas permet de diminuer 
l’humidité et la perméabilité à l’O2 plus le ratio de protéine augmente par rapport à 
l’amidon, plus la résistance à la rupture diminue et l’allongement augmente ; quant aux 
amidons, ils représentent une matière première moins coûteuse.  
Chambi et Grosso ont quant à eux testé un mélange de gélatine et de caséine qui leur a 
permis d’avoir un effet synergique de cette formulation sur l’allongement du film, avec le 
meilleur allongement constaté pour le ratio caséine : gélatine de 75 : 25 [256]. 
I.3.5.3 En réticulant 
Afin d’améliorer la résistance à l’eau des films de caséine, des liaisons 
intermoléculaires par réticulation sont envisagées dans le réseau de protéines. La 
réticulation est déjà présente pour certains types de caséines qui possèdent des cations 
divalents comme le calcium et permettent la réticulation intermoléculaire et de ce fait 
renforcent la matrice protéique en limitant la mobilité moléculaire. Plusieurs auteurs ont 
ainsi pu relier les propriétés barrières à cette présence ou non de forces électrostatiques. 
Avena-Bustillos et Krochta ou encore Banerjee et Chen ont reporté des valeur de 
perméabilité à l’eau plus faibles pour les films de caséinate de calcium que ceux de 
caséinate de sodium [80], [241]. Avena-Bustillos et Krochta ont également montré qu’un 
post traitement des films de caséinate de sodium avec du chlorure de calcium à pH 9,6 
réduit la perméabilité à l’eau de 42% [241]. 
D’autres techniques comme la réticulation physique par irradiation ont été testées par 
Brault, Lacroix et leurs collaborateurs sur des films de caséinate de sodium et de calcium 
[257], [258]. Les films issus de ces études montrent une meilleure résistance à l’eau 
(perméabilité à l’eau réduite de 36%) et des propriétés mécaniques améliorées (sauf si 
surdose d’irradiation). Ces films testés sur des pommes de terre et des pommes ont permis 
de retarder le brunissement de ces aliments [257]. Vachon et al. ont aussi démontré 
l’action des traitements thermiques et par irradiation (gamma) pour réticuler les protéines 
du lait [259]. L’irradiation est plus efficace pour réticuler les caséinates de calcium alors 
que la chaleur l’est plus sur les protéines de lactosérum, chaque traitement agit donc 
différemment sur les protéines issues du lait. 
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D’autres types de réticulation physiques comme par exemple l’irradiation aux 
rayonnements Ultraviolet (UV) ou des traitements aux ultrasons sur notamment des 
caséinates de sodium ont permis d’augmenter la résistance des films et de diminuer leur 
solubilité [260], [261]. 
L’utilisation d’enzymes est un recourt plus naturel pour réticuler les protéines. Juvonen 
et al. ont ainsi testé 3 enzymes pour la réticulation de caséinate de sodium. La 
transglutaminase et deux oxydoreductases (Trametes hirsutalaccase and Trichoderma 
reesei tyrosinase) ont été testées et deux de ces enzymes, la transglutaminase et 
Trichoderma reesei tyrosinase, ont permis d’augmenter l’insolubilité des films de caséinate 
de sodium [262]. 
I.3.5.4 En ajoutant des additifs 
I.3.5.4.1 Les plastifiants 
Les films de caséine et caséinate ont tendance à être plutôt cassant avec un faible 
allongement. L’amélioration des propriétés du film passe notamment par l’ajout de 
plastifiant. Plus le ratio protéine : plastifiant(s) diminue, plus le module élastique et la 
contrainte à la rupture diminuent et plus l’allongement augmente [228], [252]. Si le film 
contient trop de plastifiant cela n’est pas idéal non plus car le film devient collant et 
poisseux, voir, observation d’une séparation de phase et les propriétés mécaniques ne 
peuvent pas être mesurées. L’addition de nombreux polyols en différentes concentrations 
permet de faire varier les propriétés des films de caséine. Arvanitoyannis et ses 
collaborateurs  ont comparé différents polyols incorporés à des mélanges de caséinate de 
sodium et d’amidon produit en voie solvant [255], [263]. Avec une augmentation du 
plastifiant, la transition vitreuse diminue, l’allongement augmente, le module d’élasticité 
et la tension de rupture diminuent. Les plastifiants étudiés peuvent également être 
ordonnés selon leur effet plastifiant : glycérol > sorbitol > xylose > sucrose. Ces études ont 
également montré que pour une matrice donnée, la quantité de plastifiant ne doit pas 
dépasser un certain seuil critique si l’on veut garder des propriétés barrières aux gaz 
acceptables et ne pas avoir de séparation de phase. Chick et Ustunol ont également montré 
que le sorbitol avait moins d’effet plastifiant que le glycérol sur des films de caséinate car 
la résistance à la tension est plus importante [252].  
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Cela peut être dû à la nature plus hydrophile du sorbitol qui limite l’affinité des caséinates 
à lier les molécules d’eau à humidité relative équivalente par rapport à un film plastifié 
au glycérol ou bien, à la différence de taille des molécules car, le glycérol est une molécule 
deux fois plus petite que le sorbitol et donc pour une même masse de plastifiant ajoutée, 
on ajoute deux fois plus de molécules de glycérol que de sorbitol.  
I.3.5.4.2 Les composés hydrophobes 
L’addition de lipides comme des cires, des graisses permet de modifier également 
les propriétés du film. La perméabilité à l’eau peut notamment être réduite par l’addition 
de lipides dans la formulation comme l’ont démontré Avena-Bustillos et al. avec l’ajout 
d’un monoacylglycérol à des caséinates de calcium par création d’une émulsion avant 
casting par voie solvant [242]. Les composés hydrophobes vont rendre le film translucide 
(sans eux, les films sont transparents). Le composé hydrophile ajouté joue également sur 
la texture et la saveur du film. 
I.3.5.4.3 Les composés antimicrobiens 
L’addition de composés antimicrobiens est également très étudiée pour 
l’amélioration de la qualité et de la durée de vie des denrées alimentaires. Moreira et al. 
ont élaboré des films composites à partir de caséinate avec du chitosane (par voie solvant) 
avec des propriétés antimicrobiennes [264]. Ce mélange utilisé comme enrobage sur des 
carottes, du fromage et du salami a montré une action bactéricide sur la flore mésophile 
et psychrotrophe et sur les champignons, supérieure à celle des films témoins avec soit 
que du chitosane, soit que des caséinates. 
L’incorporation de bactériocines et même de bactéries lactiques a également été étudiée 
dans des matrices à base de caséinate. Cao-Hoang et al. ont ajouté de la nisine et Gialamas 
et al. ont ajouté Lactobacillus sakei dans des films de caséinates de sodium pour contrôler 
le développement de Listeria dans des exemples applicatifs comme du fromage et du bœuf 
frais [265], [266]. Léonard et al. ont quant à eux démontré que des bactéries lactiques 
(Lactobacillus paracasei LAB1 and Lactococcus lactis LAB3) peuvent être incorporées à 
des matrices liquides et des gels à base d’un mélange d’alginate et de caséinate et 
possèdent une activité anti-Listeria[175]. Colak et al ont aussi démontré la possibilité de 
fabriquer des films antimicrobiens à base de caséinate de sodium par extrusion-gonflage 
[178]. La nisine et la natamycine testés par ces auteurs ont gardé une activité intéressante 
dans le film anti-Listeria innocua et anti-Kocuria rhizophila. 
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Guilbert et son équipe ont significativement réduit la charge microbienne à la surface de 
cubes de fruit (abricot et papaye) inoculés avec Aspergillus niger ou Saccharomyces rouxii 
grâce à un film de caséinate contenant de l’acide sorbique [267]. 
I.3.5.4.4 Les composés antioxydants 
L’ajout de composés antioxydants est également recherché dans le cadre 
d’application alimentaire pour permettre une meilleure résistance des denrées à 
l’oxydation. Dans le cadre de ce projet de thèse, la priorité a été mise sur les agents 
antimicrobiens mais de nombreuses études sont également disponibles concernant les 
agents antioxydants. Fabra et al. et Jimenez et al. ont, par exemple, réussi à incorporer 
deux antioxydants (l’acide férulique et l’α-tocopherol) dans des films de caséinate de 
sodium par voie solvant [268], [269]. 
I.3.5.5 En jouant sur le procédé de fabrication 
La plupart des films de caséine que l’on retrouve dans la littérature sont produits 
par casting en voie solvant. La préparation de film par casting de solutions sur des 
surfaces planes puis le séchage par évaporation du solvant est une technique appropriée 
en laboratoire ou pour des productions en batch de petite taille mais, des techniques plus 
efficaces sont nécessaires au développement industriel des films à base de biopolymères.  
Frinault et al. ont développé un procédé dit « wet spinning process » pour préparer des 
films à base de caséine acide [270]. Ce procédé inclue l’extrusion de solution de caséine 
acide (17% de contenu en protéine) dans un bain coagulant contenant de l’hydroxyde de 
sodium puis s’ensuivent une étape de trempage, de rinçage et de séchage. Ce procédé peut 
être transformé en procédé continu mais n’est autre qu’un passage de caséine acide à 
caséinate (donc une hydrosolubilité certaine) et des solvants chimiques sont utilisés. Un 
procédé similaire a d’ailleurs été breveté aux USA en 1997 par Metzger qui annonce un 
film biodégradable qui peut être utilisé comme boyau comestible de saucisses entre autres 
[271].  
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I.3.5.6 En utilisant des post-traitements 
Les films à base de caséinates sont souvent testés dans des bains pour diminuer 
leur hydrosolubilité. Krochta a notamment trempé les films dans un tampon d’acétate de 
sodium à pH 4.6, ce qui lui a permis de conserver ses films de caséinate de sodium non 
dissous pendant plus de 24h [272]. Le trempage dans des solutions de sel de calcium 
permet également de diminuer l’hydrosolubilité des films de caséinate. 
Un traitement avec des agents durcissants comme du formaldéhyde permet de produire 
des films insolubles comme l’a prouvé la Galalithe historiquement ou encore Frinault et 
al. mais, cela rend le film non comestible [270]. 
La réticulation évoquée précédemment et développée sur des films de caséinates par 
irradiation peut être appliquée en post traitement des films pour diminuer leur solubilité. 
Brault et al. ont montré que des films de caséinates de calcium et de sodium irradiés à 4 
et 12 kGy ne se dissolvent pas dans l’eau [257]. L’insolubilité des films augmente avec 
l’augmentation des doses d’irradiation jusqu’à 72 kGy où 70% du film de caséinate reste 
insoluble après 30 minutes dans de l’eau bouillante puis 24h dans l’eau à température 
ambiante [258].  
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Avant-Propos 
Depuis le début de ce manuscrit, l’attrait pour des matériaux biodégradables voir 
comestibles et si possible fonctionnalisés a été démontré. Des attentes sociétales, 
environnementales, économiques et industrielles sont sous-jacentes à ce projet. En partant 
du constat de la nécessité de remplacer les plaques de caséine actuellement déposées sur 
certains fromages en respect des lois en vigueur, les caséines s’avèrent être une matière 
première intéressante pour la fabrication de films et matériaux à usage alimentaire. 
L’amélioration de la traçabilité en fromagerie ou, plus généralement dans le secteur 
alimentaire, passe par l’ajout de molécules actives en tant qu’agents de protection et de 
conservation de l’aliment. Afin de répondre à cette demande et aux exigences industrielles 
(coûts et industrialisation du procédé), le procédé d’extrusion a été envisagé. 
Effectivement, ce procédé présente de nombreux avantages d’un point de vue industriel 
puisqu’il s’agit d’un process continu permettant un débit élevé de production en 
comparaison avec la production par voie humide/solvant qui est un process en batch 
souvent peu économique et surtout énergivore.  
Les caséinates (protéines hydrosolubles) ont été transformées en extrusion [1] et ont été 
l’objet de deux thèses pour la fabrication de films en extrusion gonflage [2], [3]. Ce procédé 
est d’ailleurs celui employé actuellement par les industriels de la plasturgie, cela en fait 
un procédé de choix à développer pour les biopolymères. De plus, certaines ressources 
naturelles sont thermosensibles et nécessitent une transformation à basse température 
qui peut être envisagée avec un process d’extrusion bivis. 
Le caractère novateur de ce projet consiste à transformer non pas des caséinates mais bien 
des caséines « acide » ou « présure » par extrusion. Ces caséines sont insolubles dans l’eau 
et étaient, jusqu’à présent, délaissées par la communauté scientifique dans le cadre de la 
fabrication de matériaux exceptées lors des études de Chick et al. en 1998 puis en 2002 où 
les caséines (acide et présure) ont été sélectionnées mais ensuite, neutralisées dans une 
solution à pH 10 d’hydroxyde de sodium à 1M donnant par conséquent une solution 
filmogène à base de caséinate de sodium [4], [5]. La synthèse bibliographique a mis en 
évidence l’impact de l’extraction sur la structure de la caséine et puis le développement 
réussi de films à partir de trois types de caséines, la problématique est de déterminer 
l’impact de ces structures sur les caractéristiques d’un matériau extrudé. La 
compréhension des relations structures-propriétés est à la base du choix de la matière 
première afin d’obtenir des caractéristiques spécifiques en fonction de l’application visée. 
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Pour la suite du projet, la caséine présure a été retenue afin de tester l’incorporation 
d’agents antimicrobiens de grade alimentaire comme le sorbate de potassium (E202), le 
benzoate de sodium (E211) et le propionate de calcium (E282). Ces sels d’acides organiques 
ont l’avantage d’être déjà couramment utilisés en alimentaire seul ou en combinaison. 
Concernant le potentiel antimicrobien des matériaux, des études ont déjà montré que le 
procédé d’extrusion avec des températures en dessous de 100°C permettait de préserver 
une activité antimicrobienne des agents actifs incorporés comme dans le cas du lysozyme 
[6]. Les acides organiques utilisés dans ce travail sont moins sensibles à la température 
du procédé. Le sorbate de potassium a été incorporé à des films d’amidon de manioc en 
extrusion par l’équipe de Flores et al. à des températures de procédé de 115 à 120°C [7]. 
De nombreux auteurs utilisant des acides organiques sont bien au-delà en concentration 
des limites autorisées par la réglementation en vigueur pour certaines catégories de 
denrées comme les boissons et poissons séchés par exemple qui ne peuvent contenir plus 
de 0,15-0,2 g/L d’acides organiques (Directive 95/2/CE du Parlement européen et du 
Conseil concernant les additifs alimentaires autres que les colorants et les édulcorants). 
En effet, l’incorporation d’une concentration supérieure à 25% (m/m de protéine) d’acides 
benzoïque ou sorbique dans des films de protéines d’anchois a été nécessaire à Rocha et 
ses collaborateurs pour inhiber Escherichia coli O157 :H7 [9]. Sanjurjo et Flores ont 
cependant remarqué que la matrice support de l’agent actif (dans leur cas, de la nisine 
incorporée dans des films d’amidon) jouait un rôle sur la libération du composé, ce qui 
laisse présager la possibilité d’une efficacité antimicrobienne à plus faible concentration 
et un relargage graduel [10]. L’intérêt sous-jacent de cette partie est donc l’optimisation 
et la réduction des conservateurs incorporés dans une matrice biopolymère. 
Le travail présenté par la suite sous forme de publications scientifiques correspond à 
l’optimisation du matériau et en particulier l’amélioration des propriétés de sensibilité aux 
molécules d’eau qui freinent l’application de ce type de film. En cherchant à produire un 
matériau composite basé sur la caséine présure et des composés hydrophobes tels que des 
cires, l’objectif est de tirer parti des avantages de chacun des composants. La caséine 
apporte une matrice facilement transformable avec des propriétés mécaniques 
intéressantes (Chapitre II), ainsi qu’une matrice support d’acides organiques permettant 
une activité antimicrobienne intéressante (Chapitre III). Les cires, quant à elles, sont 
hydrophobes et donc moins sensibles aux conditions d’humidité et aux molécules d’eau. 
Un tel composite pourrait être appliqué à des denrées alimentaires humides (comme les 
fromages par exemple).  
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Dans cette dernière étude, à la fois les propriétés physico-chimiques et mécaniques du 
matériau ont été évaluées mais également la capacité antimicrobienne contre une souche 
d’Escherichia coli et contre la flore issue de croûte de Comté. 
Face aux verrous et lacunes mis en évidence lors de la synthèse bibliographique, ce travail 
propose de compléter les connaissances concernant les matériaux à base de caséines et de 
comprendre les relations structure/propriétés entre matière première et matériau ; et de 
présenter une vaste gamme de matériaux qu’il est possible d’extruder, possédants des 
propriétés différentes de solubilité et de sensibilité à l’eau ainsi que des capacités 
antimicrobiennes. 
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Chapitre II : Développement et caractérisation de 
feuilles et films comestibles extrudés à base de 
différentes caséines et influence de la concentration 
en glycérol  
 
II.1 Introduction 
Ce chapitre est rédigé sous forme d’une publication qui est publiée dans la revue 
« Food Hydrocolloids » (en appliquant la mise en forme de celle-ci), qui s’intéresse aux 
recherches innovantes concernant la caractérisation, les propriétés, les fonctionnalités et 
les applications touchant aux hydrocolloïdes. L’article publié est présenté en ANNEXE B.  
Les protéines font partie avec les polysaccharides de la catégorie des hydrocolloïdes. La 
caséine est tout particulièrement intéressante car elle est utilisée dans de nombreuses 
denrées alimentaires pour ses qualités nutritives et son pouvoir liant. Un marché mondial 
existe donc autour des caséines, ce qui en fait une protéine intéressante pour la fabrication 
de biopolymères d’intérêt commercial. Des industries non-alimentaires comme la 
pharmaceutique, la cosmétique ou la fabrication de textile utilisent des caséines et 
caséinates comme agent de liaison. 
Lors de la synthèse bibliographique, les différences entre les caséines (acide et présure) et 
les caséinates ont été exposées. Le marché des caséines est également différent de celui 
des caséinates. La caséine est segmentée comme comestible ou de grade industriel alors 
que les caséinates sont segmentés comme caséinate de sodium (45% du marché total des 
caséinate en 2014-Persistence market research report), caséinate de calcium et caséinate 
de potassium. Les acteurs clés sur ce marché sont notamment Nestlé S.A, Danone S.A., 
Arla Foods, FrieslandCampina, Fonterra, Westland Milk Products, Lactalis et Saputo. Le 
département de l’agriculture des Etats-Unis (USDA) fourni des rapports très détaillés 
comme présentés en Figure II-2 qui permet de suivre le cours des caséines à l’échelle des 
Etats-Unis. Des prévisions sont également faites sur la production de caséine en fonction 
des événements climatiques notamment dans les pays producteurs de caséine. C’est le cas 
dans le rapport de l’USDA du 17 août 2017 qui prévoit un ralentissement de la production 
de lait en Nouvelle Zélande dû aux récentes semaines de pluie et d’inondation. 
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Figure II-2 : Evolution du prix de la caséine acide et de la caséine présure entre 2000 et 2016 aux USA (source 
USDA) 
 
Les caséinates sont produits par dissolution de la caséine dans une solution alcaline de 
sodium, calcium ou potassium. Contrairement aux caséines, les caséinates sont solubles 
dans l’eau, ce qui leur permet d’ailleurs d’être plus fonctionnels dans certaines 
applications alimentaires. Deux avantages ressortent clairement de ce constat pour 
expliquer la démarche de ce projet. Les caséinates ont été décrits de manière importante 
dans la littérature scientifique à la fois avec des techniques de fabrication à l’échelle du 
laboratoire (voie solvant) et industrielle (voie fondue) contrairement aux caséines. Cela 
laisse un large champ exploratoire concernant la transformation des caséines. D’autant 
plus que les matériaux à base de caséinates sont, du fait du choix de la matière première, 
soluble dans l’eau. Par conséquent, les applications possibles pour ce matériau sont 
limitées d’où le travail de certaines équipes pour rendre ce matériau à base de caséinate 
moins hydrosoluble comme l’a démontré Brault et al. avec l’irradiation de films de 
caséinates de calcium (Brault, D’Aprano, & Lacroix, 1997). Une autre solution consiste donc 
à transformer avec succès des caséines insolubles (caséine acide et caséine présure) pour 
obtenir un matériau insoluble pour de nouvelles applications sans nécessité de pré-
traitement de la matière première ou de post-traitements des matériaux. 
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Cet article permet de démontrer pour la première fois la transformation par extrusion de 
caséines insolubles (sans traitement de solubilisation notamment). Des matériaux à base 
de trois caséines : caséine acide, caséine présure et caséinate de sodium, ont été produits 
par voie fondue, en extrusion. Les différentes méthodes d’extraction de la caséine 
engendrent des modifications de structures qui ont ainsi été étudiées et reliées aux 
caractéristiques des matériaux. Des propriétés des matériaux telles que la colorimétrie, la 
densité, la porosité et les propriétés mécaniques ont été caractérisées. La caséine étant 
une protéine hydrophile, les propriétés liées à la sensibilité à l’eau telles que le taux 
d’humidité, la solubilité, le taux de gonflement, la perméabilité à la vapeur d’eau, la 
sorption d’eau et l’angle de contact entre l’eau et la surface des films ont également été 
analysées afin de fournir une étude comparative des différents matériaux. Les 
caractéristiques des matériaux extrudés ont été évaluées en fonction de l’origine en 
caséine, de la concentration en plastifiant incorporé (glycérol à raison de 13,2% ou 24,2% 
(m/m de caséine)) et de l’humidité relative environnante. 
Voici la liste des formulations extrudées et étudiées dans la publication qui suit : 
 Caséine présure + 13,2 % Glycérol 
 Caséine présure + 24,2 % Glycérol 
 Caséine acide + 13,2 % Glycérol 
 Caséine acide + 24,2 % Glycérol 
 Caséinate de sodium + 13,2 % Glycérol 
 Caséinate de sodium + 24,2 % Glycérol 
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II.2 Graphical abstract 
 
Figure II-3 : Résumé graphique 
Acid casein + 13,2 % Glycerol (50% RH)
Acid casein + 24.2 % Glycerol (50% RH)
Rennet casein + 13.2 % Glycerol (50% RH)
Rennet casein + 24.2 % Glycerol (50% RH)
Sodium caseinate + 13.2 % Glycerol (50% RH)
Sodium caseinate + 24.2 % Glycerol (50% RH)
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II.3 Abstract 
Different source of casein depending on their extraction method from milk are 
available on the market. Sheets from 3 different types of casein (rennet casein, acid casein 
and sodium caseinate) were developed using a dry process: extrusion. Casein sourcing, 
plasticizer concentration (13.2% w/w or 24.2% w/w) and relative humidity environment 
were studied for each sheet through color, density and porosity, water sensitivity and 
mechanical properties evaluation. A wide range of properties seems to be available 
through casein based sheets depending on casein source, which affected greatly water 
solubility (caseinates are 100% water soluble compare to acid and rennet casein). Besides, 
acid and rennet casein have different behaviour with water and even more with higher 
glycerol amounts. Indeed, rennet casein sheet is less sensitive to water than acid casein 
sheet at low glycerol concentration (13.2% w/w) but at the opposite, at high glycerol 
amount in sheets, rennet casein sheet is more hydrophilic than acid casein sheets. 
Extrusion is an easy scale up process and it was used to produce casein based sheets with 
improved water vapor permeability (WVP). These findings can be used to find the suitable 
food packaging application for each casein based sheet with a low cost and efficient 
process. 
 
II.4 Highlights 
 
 New edible films based on rennet casein, acid casein and sodium caseinate, 
produced by dry process: extrusion. 
 Film characterization through physical properties, water sensitivity properties and 
mechanical properties. 
 Casein sourcing and glycerol concentration were proved to affect film properties. 
 Wide range of properties available through casein based film implies many food 
packaging application opportunities. 
 
II.5 Keywords 
Edible film; casein; glycerol; extrusion; mechanical properties; water properties 
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II.6 Introduction 
Edible films or sheets based on hydrocolloids as polysaccharides or proteins have 
gained interest among the scientific community and industries over the last two decades 
due to their consequent potential for food packaging (Pavlath & Orts, 2009). Consumers 
request more environmental friendly packaging for their food that’s why food industries 
are looking to substitute traditional synthetic plastic or at least part of it in their 
applications. Edible films based on biobased and biodegradable material have gained great 
attention these last years to produce casings, bags, pouches, wraps and covers. 
From low to intermediate relative humidity, protein films are good oxygen barrier, which 
make protein films appropriate choice for oxygen-sensitive food (Krochta, 2002). 
Nevertheless, protein films are well known to have high water vapor permeability (WVP) 
compared to edible waxes or low-density polyethylene (LDPE) films for example. 
Edible biobased films have been formulated from several protein sources as gelatine, corn 
zein, wheat gluten, peanut protein and milk proteins as whey protein and casein (Arrieta 
& Peltzer, 2013; Belyamani, Prochazka, Assezat, & Debeaufort, 2014; Galus & Kadzińska, 2016a; 
Gontard, Guilbert, & Cuq, 1993; Guerrero, Retegi, Gabilondo, & de la Caba, 2010; Jangchud & 
Chinnan, 1999; Lai & Padua, 1997; Sobral, Menegalli, Hubinger, & Roques, 2001). Stucture, 
mechanical (flexibility) and barrier properties are modified by adding plasticizers to film 
formulations (Vieira, da Silva, dos Santos, & Beppu, 2011). Plasticizers are added to improve 
processability, increase elongation and decrease film stiffness. However, adding 
plasticizers increases water vapor permeability and decreases moisture barrier ability of 
protein films. Glycerol is the most commonly used plasticizer for improving edible film 
processability and properties by increasing free volume and mobility of the molecules  (V. 
m. Hernandez-Izquierdo & Krochta, 2008).  
The majority of traditional synthetic plastics are prepared by so-called “hot compounding” 
techniques as calendaring, injection, compression moulding and extrusion. Ingredients in 
these processes are combined under heat and shearing forces that bring about a state of 
molten plastic (thermoplastic properties of polymers) which, could be shaped as desired 
with good strength and integrity properties (Vieira et al., 2011). In the contrary, most of 
edible films are produced by solution casting technique, which consist in dissolving the 
biopolymer in suitable solvent to make a film-forming solution that is spread over a surface 
and a film is obtained after solvent evaporation. Drying time and difficult scale up are the 
main drawbacks of this process. Extrusion process is very interesting and promising 
process with easy scale up possibility to produce edible films. Several proteins have been 
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tested at laboratory or pilot scale to produce packaging material by extrusion since few 
years as wheat gluten, keratin, gelatin, sunflower protein isolate, corn zein, soy protein, 
whey protein and caseinate (Barone, Schmidt, & Gregoire, 2006; Belyamani et al., 2014; Colak, 
Gouanve, Degraeve, Espuche, & Prochazka, 2015; V. M. Hernandez-Izquierdo, Reid, McHugh, De J. 
Berrios, & Krochta, 2008; Krishna, Nindo, & Min, 2012; Rouilly, Mériaux, Geneau, Silvestre, & Rigal, 
2006; Ullsten et al., 2009; Wang & Padua, 2003; Zhang, Mungara, & Jane, 2001).  
Casein is the main protein extracted from milk (~80%) which comprises 4 different 
components, αS1-, αS2-, β- and κ-casein, which together in milk form colloidal micelles 
stabilized by caseins arrangements and calcium phosphate bridges (Swaisgood, 1993). 
Depending on coagulation method, different type of casein are obtained with specific 
characteristics, rennet and acid casein are the major type available (Kinsella, 1984). Acid 
casein refers to precipitated casein obtained by acidification of milk pH to 4.6 (isoelectric 
point of casein) with mineral acids or lactic acid (produced by lactic acid bacteria). Colloidal 
calcium phosphates of acid casein are solubilized and lost during coagulation process. Acid 
casein are insoluble in water and pH is around 4.6. In rennet casein case, coagulation is 
obtained by action of enzymes, chymosin (rennet), which cleaves a chemical bound in κ-
casein. Chymosin cleaves κ-casein tail also referred as glycomacropetide and induce a 
destabilisation of casein micelles. Rennet casein obtained are insoluble in water, conserved 
their colloidal calcium phosphates and pH is around 7.5. Acid casein can be solubilized by 
neutralization with a base as sodium, potassium or calcium hydroxide to get sodium, 
potassium or calcium caseinates. Caseinate from acid casein don’t have colloidal calcium 
phosphates, have a pH close to 7 and are highly water soluble.  
Acid and rennet caseins are less studied than caseinate and extrusion process is a novelty 
for these proteins. Chick and Ustunol already reported lactic acid and rennet casein use 
as film forming hydrocolloids however, they modified the pH to facilitated processability 
during solvent casting by increasing pH which induce neutralization of casein into 
caseinate (Chick & Ustunol, 1998). Besides, to the best of our knowledge, there is no 
published studies regarding production and characterisation of insoluble rennet and acid 
casein edible sheets produced by extrusion process. Therefore, the aim of the present work 
is to evaluate the possibility to produce casein based sheet plasticized with different 
glycerol concentrations by extrusion process. Besides, sheet characterisation and study of 
casein sourcing and glycerol concentration influence in processability and sheet properties 
were also evaluated in order to get indications on potential food packaging applications of 
these sheets. 
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II.7 Material and methods 
II.7.1 Materials/Chemicals 
Rennet casein native powder was purchased from Eurial Ingredients (Nantes, 
France); acid casein powder and sodium caseinate from EPI Ingredients (Ancenis, France). 
Glycerol was obtained from Sigma Aldrich (St Louis, MO, USA).  
II.7.2 Casein sheet preparation 
Casein sheets were prepared through a dry process with a co-rotating twin screw 
extruder as previously described by Colak et al. with modifications (Colak, Peynichou, et al., 
2015). Casein powder (rennet or acid casein or sodium caseinate) were introduced into the 
first zone of the extruder. Glycerol (13.2 or 24.2 % (w/w) of protein powders) was added 
into the second zone. Temperature from hopper to die (5 cm width and 1 mm thickness) 
ranged from 10°C to 75°C. Sheets thickness is about 500 µm +/- 50 µm depending on 
formulation. Residence time in twin screw extruder with a powder feed speed of 2 kg/h 
and screw speed at 170 rpm was determined between 2 and 6 min. Prepared sheets were 
stored in plastic bags in cold room (4°C) until further experiments. For color 
characterization, water vapor permeability analysis, water sorption analysis and water 
contact angle determination, extruded sheets were thinned into films of 100 µm +/- 50 µm 
under heated platens at 75°C for 3 min in order to facilitated characterizations. All sheets 
specimens were conditioned for at least 48 h in a climate room at 50% relative humidity 
(RH) and 23°C before testing. 
Materials obtained differ by casein powder type and plasticizer (glycerol) concentration. 
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II.7.3 Physicochemical characterization 
II.7.3.1 Colour 
Colour of films was determined with a colorimeter (Minolta chromameter CR-200) 
using the CIELAB colour parameters. L*, a*, and b* values were averaged from 9 readings 
across for each sample on a on black background: a* = -1.43 ± 0.04; b* = -0.95 ± 0.02; L* = 
29.80 ± 0.01. The total colour difference (ΔE) was calculated according to the following 
equation: 
∆𝐸 = √(∆𝐿∗)2 + (∆𝑎∗)2 + (∆𝑏∗)2 
Where ΔL*, Δa* and Δb* are the differentials between a sample colour parameter and the 
colour parameter of a standard used as film background. 
II.7.3.2 Density and porosity 
Relative density of the different sheets, previously dried, was determined by a 
pycnometer, using ethanol 95-96% as solvent.  
Microstructure of cryofracturated sheets were examined by Scanning Electron Microscopy 
(SEM) (Hitachi TM3030, Hitachi High-Technologies Corporation, Tokyo, Japan). 
The cryofractured sheets were mounted on aluminium stubs using double sided carbon 
adhesive tape. 15 kV of accelerating voltage was used to test all samples. Pictures were 
analysed by ImageJ software to determined porosity as percentage of area covered by 
holes. 
II.7.3.3 FT-IR 
FT-IR was recorded on Alpha Spectrometer (Bruker Optics GmbH, Ettlingen, 
Germany). FT-IR spectrum of sheet samples were recorded with diamond ATR detector 
between 4000 – 400 cm-1 using a total of 24 scans at room temperature. 
  
II-132 
 
II.7.4 Water sensitive properties 
II.7.4.1 Moisture content, Water solubility and Swelling index 
For all tests, 1.5 diameter discs of sheet samples were cut and conditioned at 50% 
RH, 23°C in a climate room for 48 h and weighed (m1). Methods described by Wu et al. 
and Razavi et al. were used with modifications to calculate water solubility and moisture 
content (Razavi, Mohammad Amini, & Zahedi, 2015; Wu, Zhong, Li, Shoemaker, & Xia, 2013). 
Conditionned samples were then dried in a ventilated oven at 75°C during 24 h and 
weighed (m2). Dried samples were soaked in distilled water containing 0.02% sodium 
azide (to avoid growth of microorganisms) during 24 h under oscillating agitation and 
weight of insoluble remaining part of the samples was read after a quick driying on 
absorbent paper (m3). Wet samples were dried again in a ventilated oven at 75°C during 
24 h and weighed (m4). Finally, dried samples were placed in the climate room at 50% RH 
at 23°C and weighed after 48 h (m5). 
With weights determined for four replicates per sample, moisture content, solubility and 
swelling index were determined according to the following equations: 
𝑀𝑜𝑖𝑠𝑡𝑢𝑟𝑒 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑒𝑛𝑡 (%) = ( 
𝑚1 −𝑚2
𝑚1
) ∗ 100 
𝑆𝑜𝑙𝑢𝑏𝑖𝑙𝑖𝑡𝑦 (%) =  
𝑚2 −𝑚4
𝑚2
∗ 100 
𝑆𝑤𝑒𝑙𝑙𝑖𝑛𝑔 𝑖𝑛𝑑𝑒𝑥 (%) =  
𝑚3 −𝑚5
𝑚5
∗ 100  
II.7.4.2 Water vapor permeability (WVP) 
The gravimetric modified cup method based on ASTM E96/E96M was used with 
modifications to determine the WVP of edible films. Films were cut into circles (65 mm in 
diameter) and a digital micrometer was used to measure their thickness at three random 
spots, which were then averaged (noted δ). 
Film samples were sealed (with sealant) on the top of cups containing saturated solution 
of NaCl (75% RH) and placed in a climate room at 50% RH and 23°C. Weight 
measurements were taken at regular time intervals (about 4 h) over 3 days and the weight 
variations were plotted as a function of time. Measurements were performed in triplicate.  
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Linear regression was used to determine the water vapor transmission rate (WVTR), 
which is the slope/ film area. The WVP was calculated by the following relationship. 
𝑊𝑉𝑃 (𝑔. 𝑃𝑎−1. 𝑠−1.𝑚−1) =  
𝑊𝑉𝑇𝑅 . 𝛿
𝑆(𝑅1 − 𝑅2)
 
Where, S is the saturated vapour pressure and R1 and R2 are the inside and outside cup 
relative humidity. 
II.7.4.3 Water sorption properties 
Dynamic Vapor Sorption (DVS) instrument Q5000 SA (TA Instruments, New 
Castle, USA) was used to determined water sorption of the films. Samples of 8 mm 
diameter and an approximate weight of 5 mg of thin pressed films (thickness around 150 
± 50 µm) were prepared. Sample was placed in stainless steel mesh basket inside the DVS 
instrument, which was set to go through a sorption beginning with 0% RH and increasing 
in intervals of 10% RH until 90% RH at a temperature of 23°C. Data obtained were 
corrected by analysing real dried weight at 0% RH with a Coulometer 899, which allows 
coulometric water determination according to Karl Fisher (Metrohm, Herisau, 
Switzerland).  
II.7.4.4 Water contact angles 
The angle between the film surface, as baseline, and droplet (2 µL) of water, called 
contact angle (θ), was evaluated with a drop shape analyser Krüss DSA25 using the sessile 
drop method (Krüss GmbH, Hamburg, Germany). A drop of 2 µL was deposited on the film 
surface and contact angle as well as kinetic sorption was followed from 10 to 120 s. Effect 
of evaporation was analysed on PMMA support over 120 s, that is considered as 
impermeable to water and aqueous solutions. The determination of angles was replicated 
3 times and averaged. Since films are water soluble or at least highly hydrophilic, 
measurements were done at specific times without waiting equilibrium. Pictures example 
of films reaction to water droplet were extracted from movies saved during kinetic sorption 
observation. This is not possible to consider values as absolute contact angles due to water 
sorption reaction over time (no equilibrium state), however for comparison purpose 
between the different film compositions among themselves, it is reasonable to follow this 
approach in order to characterize films and draw conclusions on their properties. 
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II.7.5 Mechanical properties 
Tensile specimens were cut as L=20 mm, b1=4.5 mm, b2=8.5 mm, where L is the 
distance between shoulders, b1 is width of part between shoulders and b2 is width of grip 
section. Samples thickness was approximately 500 ± 50 µm. Test specimens were 
conditioned at 50% RH, 65% RH and 80% RH at 30°C during one week before tensile test. 
Five specimens were tested per each composition. Testing was conducted on a Shimadzu 
Autograph AGS-X test machine (Shimadzu Corporation, Tokyo, Japan) fitted with a 
calibrated 500 N load cell and a cross-head speed of 5 mm/min. Ultimate tensile strength 
and elongation at break were obtained and the mean for each sample was plot on a graph.  
II.7.6 Statistical analyses 
Data were analysed with XLSTAT software (Addinsoft, v19.02). Fisher’s test, Low 
Significant Difference (LSD) was used to compare the statistical difference of compositions 
within the different experiments through one-way ANOVA (p < 0.05). 
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II.8 Results and Discussion 
II.8.1 Physicochemical characterization 
II.8.1.1 Color 
Color parameters are fundamental for biopolymer films, especially for packaging 
use and bring a great contribution to the consumers’ willingness to buy a food product. 
Film color can be affected by different factors as plasticizers addition, thermal treatment 
and production process for example. Lab colour values of different films based on different 
casein source and with 13.2 % or 24.2 % of glycerol were obtained using a black background 
as standard. Background was proved to influence color measurements and Meléndez-
Martinez et al. and Stinco et al. proved that black background allows the best color 
discrimination between samples (Meléndez-Martínez, Vicario, & Heredia, 2005; Stinco et al., 
2012). As can be seen in Table II-1, all films showed a and b values close to 0 (-1.15<a*<-
0.87 and -0.99<b*<-0.53), which indicates no dark pronounced color of films.  
Table II-1 : Values (average ± standard deviation) of color parameters L*, a*, b* and calculated ΔE**, density 
and porosity of rennet casein, acid casein and sodium caseinate based films plasticized with glycerol at 13,2 or 
24,2% (w/w). n=9 ** comparison by subtraction of black background as standard 
Sheet composition a* b* L* ΔE** 
  Rennet casein + 13.2 % Glycerol -0.89 ± 0.02
a -0.75 ± 0.05
c 41.62 ± 0.98
a 11.75 ± 0.95
a 
  Rennet casein + 24.2 % Glycerol -0.87 ± 0.04
a -0.68 ± 0.08
b 40.46 ± 0.82
b 10.57 ± 0.84
b 
  Acid casein + 13.2 % Glycerol -0.93 ± 0.16
a -0.99 ± 0.06
d 42.31 ± 1.68
a 12.27 ± 1.73
a 
  Acid casein + 24.2 % Glycerol -1.15 ± 0.23
b -0.63 ± 0.07
b 39.75 ± 1.34
b 9.80 ± 1.34
b 
  Sodium caseinate + 13.2 % Glycerol -1.14 ± 0.07
b -0.53 ± 0.10
a 42.10 ± 0.20
a 12.33 ± 0.20
a 
  Sodium caseinate + 24.2 % Glycerol -0.96 ± 0.07
a -0.77 ± 0.10
c 40.07 ± 0.73
b 10.36 ± 0.72
b 
 
The main difference observed between the different films compositions occurred on 
lightness parameter (L*). Indeed, L* parameter indicate that glycerol concentration is a 
significant factor affecting lightness.  
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The total color difference (ΔE) provide a good mean of film comparison since all parameters 
(a*, b*, L*) are included in the analysis. ΔE showed that glycerol is affecting lightness and 
increasing glycerol concentration in casein films (24.2%) resulted in significant increase 
(p<0.05) in lightness and transparency for all casein type films since ΔE is lower. 
Plasticizers are generally proved to have this effect on hydrocolloid films and were 
previously reported (Ahmadi, Kalbasi-Ashtari, Oromiehie, Yarmand, & Jahandideh, 2012; Jouki, 
Khazaei, Ghasemlou, & HadiNezhad, 2013). This plasticizer effect could be attribute to 
increased polymer chain mobility and intermolecular spacing with glycerol increase 
(Farhan & Hani, 2017). It is also remarkable that films with same amount of glycerol but 
with different casein source have similar color values. Extruded materials based on 
different casein sources seem to produce films with similar and good transparency 
properties. Casein source used in this work have less influence on transparency than 
glycerol concentration. However, differences in color attributes were described for films 
made with sodium or calcium caseinates for example but, this difference was not obvious 
at high glycerol concentration (Arrieta et al., 2014; Fabra, Talens, & Chiralt, 2010). 
II.8.1.2 Density and porosity 
Relative density was measured and porosity (percentage of area covered by holes) 
was analysed from SEM pictures of cryofractured samples. Results are summarized in 
Table II-2. 
Table II-2 : Values (average ± standard deviation) of relative density and porosity of rennet casein, acid casein 
and sodium caseinate based film plasticized with glycerol at 13.2 or 24.2% (w/w). For density and porosity 
number of repetitions n=3. 
Sheet composition Relative density Porosity (Percentage of 
area covered by holes) 
  Rennet casein + 13.2 % Glycerol 1.30 ± 0.01
a
  0.14 ± 0.02
b 
  Rennet casein + 24.2 % Glycerol 1.30 ± 0.01
a
  0.30 ± 0.09
c 
  Acid casein + 13.2 % Glycerol 1.25 ± 0.01
b
  0.11 ± 0.07
c 
  Acid casein + 24.2 % Glycerol 1.26 ± 0.01
b
  0.05 ± 0.01
c 
  Sodium caseinate + 13.2 % Glycerol 1.24 ± 0.01
c
  0.63 ± 0.10
a 
  Sodium caseinate + 24.2 % Glycerol 1.24 ± 0.01
c
  0.72 ± 0.11
a 
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The sheet density seems to be depending on casein source. Density and porosity don’t seem 
to be affected by glycerol amount. However, density of sodium caseinate sheets (1.24) was 
lower than acid casein sheets (1.25 – 1.26) and rennet casein sheets (1.30). The lower 
density for sodium caseinate based sheets could be explained by the porosity observed on 
cryofractures as can be seen in Figure II-4 and Table II-2. Density difference is probably 
due to porosity observed in sheets. Pression observed during extrusion process could also 
explain the density difference since pression was 2-4 times lower during caseinate sheet 
extrusion than during acid and rennet casein sheet extrusion under the same other 
conditions (temperature and screw speed). Pressure during extrusion seems to be 
impacted by raw material origin and has a noticeable effect on final sheet porosity and 
density.  
 
Figure II-4 : Scanning electron micrographs (SEM) of cross-sections of extruded casein based sheets plasticized 
with different amount of glycerol. 
 
Zarzycki et al. already demonstrated that increasing moisture content of pea-wheat 
extrudates results in higher porosity (Zarzycki et al., 2015). The porosity observed could be 
an indication of longitudinal expansion as previously supposed by Zarzycki et al. and 
Kasprzak and Rzedzicki (Kasprzak & Rzedzicki, 2007; Zarzycki et al., 2015). 
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Even if casein powders conditioned at 50% RH before extrusion had similar water content 
values, the different casein sources have different water sensitivity during process. 
Indeed, water amount added in the extruder was adjusted for each formulation, which 
implies different amount of linked water during extrusion process and that could probably 
explain density and porosity value (caseinate>rennet casein>acid casein).  
II.8.1.3 FT-IR 
The FTIR spectra of casein based sheets plasticized with 13.2% or 24.2% of glycerol 
are shown in Figure II-5.  
Absorption peaks corresponding to stretching vibrations of amide bonds associated to 
protein network are located between 1200 and 1700 cm-1 (Pereira, Souza, Cerqueira, Teixeira, 
& Vicente, 2010). Typical absorption bands of glycerol are located in the region 800 – 1150 
cm-1 containing 5 peaks corresponding to the vibrations of C-C and C-O linkages (Guerrero 
et al., 2010).  
The FTIR spectra obtained for extruded casein sheets showed incorporation of glycerol 
compared to spectra of native casein powder with additional peaks in the glycerol typical 
region 800 – 1150 cm-1. When different substances are mixed, physical blend versus 
chemical interactions are reflected by changes in characteristic spectra peaks (Guan, Liu, 
Zhang, & Yao, 1998). In all casein based sheet spectra, Amide II region, derived mostly from 
in-plane N-H bending, is shifted from 1510 (native protein powder) to around 1530 cm-1 
for extruded plasticized sheets. This result indicated that strong interactions were 
engaged between casein and hydroxyl groups of glycerol. Besides, increase in glycerol 
concentration implied greater shifting of the peak from around 1510 cm-1 to 1530 cm-1 (for 
13.2% glycerol) and 1535 cm-1 (for 24.2% glycerol). This kind of peak shifting due to 
linkages of hydroxyl groups was reported by several authors on polymer blend (Wu et al., 
2013). Caseins are protein with limited secondary structures (Horne & Banks, 2004). This 
lack of secondary structure and the good heat stability of caseins (Walstra, 1990) implied a 
lower process effect on protein morphology as confirmed by FTIR results. 
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Figure II-5 : FTIR spectroscopy of native casein powders and extruded casein sheets. 
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II.8.2 Water sensitive properties 
II.8.2.1 Moisture content, Solubility and Swelling index 
Sheets were conditioned, dried and emerged in water to study the effect of casein 
source and amount of plasticizer added on casein based extruded sheets. Moisture content 
(MC), solubility (S) and Swelling index (SI) of casein based edible sheets plasticized with 
glycerol are presented in Table II-3. All casein based sheets containing 24.3% glycerol as 
plasticizer exhibited significantly higher moisture content value due to the hygroscopic 
nature of glycerol, which allows water binding through sheet surface wetting and moisture 
absorption (Kokoszka, Debeaufort, Lenart, & Voilley, 2010b).  
Table II-3 : Values of water sensibility properties represented by moisture content (n=4), solubility (n=4), 
swelling index (n=4) and water vapor permeability (n=3). 
Composition Moisture 
content (%) 
Solubility in 
water (%) 
Swelling index in 
water (%) 
Water vapor permeability 
(10
12
 * g.m/Pa.s.m²) 
Rennet casein + 13.2 % 
Glycerol 8.2 ± 0.4
c 16.9 ± 0.8d 101.5 ± 22.7ab 5,4 ± 1.0b 
Rennet casein + 24.2 % 
Glycerol 14.0 ± 0.5
b 27.0 ± 0.9b 128.3 ± 27.9a 10.7 ± 0.2a 
Acid casein + 13.2 % 
Glycerol 6.5 ± 0.6
d 14.0 ± 1.9e 70.5 ± 6.4b 4.9 ± 0.5b 
Acid casein + 24.2 % 
Glycerol 14.6 ± 1.8
b 24.1 ± 0.3c 97.6 ± 7.4ab 10.9 ± 0.2a 
Sodium caseinate + 
13.2 % Glycerol 9.3 ± 0.3
c 100.0 ± 0.0a / 9.4 ± 1.9a 
Sodium caseinate + 
24.2 % Glycerol 19.1 ± 1.0
a 100.0 ± 0.0a / 10.3 ± 2.6a 
 
Concerning solubility, results proved that sodium caseinate sheets are fully soluble after 
24 h immersion in water (even more, no sheet integrity was observed after 3 h of 
immersion). Soluble part of acid and rennet casein sheets were mostly related to the 
glycerol amount contained, which is soluble in water. As raw material, caseinate are well 
known to be highly water soluble and acid or rennet casein in the contrary are insoluble 
in water. Same results were observed after extrusion process for the different casein type 
sheets. These results showed impact of casein extraction treatment on the properties of 
edible sheets. Indeed, raw material should be selected according to the desirable food 
application requirements.   
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Besides, swelling index is also an important parameter for food application when sheets 
is going to be in contact with water. Swelling of all sheets were at least of 70% (weight 
increase) and this is probably due to high amount of active hydroxyl groups in sheets. 
Swelling index of acid casein sheet was lower than rennet casein sheet and this could be 
attribute to the loss of colloidal calcium phosphate in acid casein. Indeed, it has been 
demonstrated that amount of linked water depend on the quantity of colloidal calcium 
linked to the protein (Mariette, Tellier, Brule, & Marchal, 1993), which is the case for rennet 
casein, where colloidal calcium phosphate remains linked between caseins.  
II.8.2.2 Water sorption properties 
Water sorption isotherms of casein based films containing 13.2% or 24.2% of 
glycerol are presented in Figure II-6.  
 
Figure II-6 : Adsorption isotherms at 23°C of casein based films plasticized with different glycerol concentration 
(13,2% or 24,2% (w/w)). 
The sigmoid shape of water sorption isotherms is typical of many hydrophilic polymers 
and is frequently reported in the literature (Cuq, Gontard, Cuq, & Guilbert, 1997; Kristo, 
Koutsoumanis, & Biliaderis, 2008). All sorption isotherms could be separated in two parts. At 
aw < 0.5, behaviour in moisture sorption is less depending on casein source and plasticizer 
amount and showed a gradual initial increase in moisture content, compared to the rapid 
increment in film water uptake at aw > 0.5. Up to aw = 0.5, films with less plasticizer 
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(13.2%) are more sensitive to moisture sorption since less binding sites are engaged with 
glycerol. Sorption increase at higher aw has been reported with addition of plasticizers and 
low molecular weight constituents since they can adsorb more readily water than 
biopolymer at high aw (Godbillot, Dole, Joly, Rogé, & Mathlouthi, 2006; Kristo et al., 2008). 
Indeed, at high aw value, hydrogen bounding between protein matrix and glycerol could be 
disrupted by water sorption and interactions casein – water and glycerol – water could be 
promoted and allows increased moisture uptake and swelling of films.  
Film water sorption depend on glycerol amount but also on casein source at high aw. 
Sodium caseinate films are more sensitive to moisture sorption than rennet casein films 
and acid casein films. As previously described for swelling index, extraction method and 
solubility properties of casein raw material have a significant effect on water sensitivity 
of extruded films. Indeed, caseinate are well known to be water soluble while acid and 
rennet casein are non-soluble. Even if acid and rennet casein have similar solubility 
properties, they don’t have similar water sensitivity due to their structure difference: κ-
casein tail missing for rennet casein and colloidal calcium phosphate missing for acid 
casein for example. 
II.8.2.3 Water vapor permeability (WVP) 
Water sorption previously described measure the water binding ability and water 
affinity of films depending on relative humidity conditions, whereas WVP correspond to 
diffusivity and mass transfer of moisture on a molecular level. Both parameters are of 
main importance and should be as low as possible in case of food packaging applications 
in order to avoid moisture transfer between the food and the surrounding atmosphere or 
between two components with different aw (Gontard, Guilbert, & Cuq, 1992; McHUGH, Avena-
Bustillos, & Krochta, 1993). As can be seen on Table II-3, casein films are good barrier to 
water vapor (WVP less than 11.10-12 g.m/Pa.s.m²). Indeed, WVP values are at least 5 to 
300 times lower than other protein or polysaccharide films containing glycerol previously 
reported (Avena-Bustillos & Krochta, 1993; Aydt, Weller, & Testin, 1991; Banerjee & Chen, 1995; 
Chick & Ustunol, 1998; Gontard et al., 1992; Shen, Wu, Chen, & Zhao, 2010). These low WVP value 
compared to the literature could be due to the extrusion process, since previously 
literature mentioned concerns hydrocolloids films prepared by solution casting. Extrusion 
process could induce a denser structure through compressive and shear stresses effect in 
the process which could reduce WVP. This result was also observed by Dang et al. who 
found better WVP values (10 – 100 times lower) for starch containing chitosan prepared 
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by blown film extrusion (Dang & Yoksan, 2016) than similar material prepared by solution 
casting (Shen et al., 2010). 
Based on WVP values, casein source and glycerol amount have a significant effect on the 
water vapor permeability. Indeed, high glycerol amount (24.2%) or use of water soluble 
sodium caseinate induced a weaker water barrier property. Plasticization by glycerol or 
other plasticizers has been reported to increase WVP of hydrocolloid film (Ahmadi et al., 
2012; Razavi et al., 2015). Difference in WVP could be also explained by the casein film 
structure previously described (Table II-2) that showed higher porosity for caseinate than 
rennet and acid casein, which have denser material structure that could be correlated to 
the water barrier value. 
II.8.2.4 Water contact angles 
Film surface properties are analysed by water contact angle determined over time 
for 120 s for each film. Casein source seems to affect water absorption from films and it 
could be interesting to observe water absorption kinetic for each casein based film 
formulation. Moreover, water absorption kinetic is an important characteristic of polymers 
aimed for food packaging. Water contact angle is changing over time since all materials 
are hydrophilic and water sensitive, indicating that water droplet swells over time and 
that interactions are implied between film surface and water drop (Kokoszka, Debeaufort, 
Lenart, & Voilley, 2010a). The decrease of contact angle observed over time could also be 
attribute to a local change of material with an hydratation by absorption and swelling 
layer by layer of casein which will increase plasticization of films by water and increase 
absorption. Therefore, sorption kinetic was determined for this kind of hydrophilic 
hydrocolloid films and is presented in Figure II-7. Generally, contact angle measurements 
are much lower for hydrocolloid film than those obtained for hydrophobic materials as low-
density polyethylene film (93.9-100.2°) or Plexiglas (91.5°) (Galus & Kadzińska, 2016b). 
Casein based materials have hydrophilic character in comparison to synthetic material 
but possess a more hydrophobic surface property than many protein films in the literature 
(except for sodium caseinate films). For example, Galus et al. found a contact angle <37.4° 
for whey protein films and Kokoszka et al. found a contact angle <32.3° for soy protein 
isolate-based films (Galus & Kadzińska, 2016b; Kokoszka et al., 2010b). 
On Figure II-7A, sorption kinetic curves showed results in accordance with previously 
experiments, where plasticizer amount and casein source have an important role in water 
sensitivity of films. Indeed, caseinate are highly sensitive to water and even water soluble. 
In sodium caseinate case, water droplet will pass through the film and pierced it through 
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after 60 seconds for caseinate and 13.2% gly but only after 20 seconds with 24.2% glycerol 
(Figure II-7B). 
 
Figure II-7 : Water contact angles of casein based films plasticized with 13,2 or 24,2% of glycerol over time. A: 
Sorption kinetic of water droplet on film surface over 120 seconds (mean value of triplicates). B: Pictures of 
water droplet evolution over time and film swelling or degradation 
Concerning insoluble casein films, rennet and acid casein have similar surface properties 
up to 60 seconds (contact angle between 57° and 76°). After 60 seconds, surface properties 
and sorption kinetic between both type of caseins and films with different glycerol amount 
differ significantly. Films containing higher concentration of glycerol (highly hydrophilic 
substance) have been proved earlier to be more sensitive to water molecules and material 
will absorb and swell water molecules quickly and decrease in the water contact angle 
measured was observed (Figure II-7B). Rennet casein film with 24.2% glycerol looks very 
water sensitive at the surface with the highest decrease over time (76° – 30°) and this 
sensitivity was also observed at high aw on sorption kinetic analyses. It could be assumed 
that glycerol when added at high concentration is more located at the surface for rennet 
casein film than for acid casein film to explain different behaviour of acid and rennet 
casein films in sorption but no difference in water immersion tests (solubility and 
swelling). Acid casein films absorb less water molecule over time because of the absence 
of colloidal calcium phosphate after extraction of casein with acids. However, rennet casein 
film with low plasticizer amount have also a more hydrophobic surface which could be 
explain by the lack of κ-casein tail hydrolysed by chymosine. Indeed, κ-casein tail 
(glycomacropeptide) is more hydrophilic and bring casein micelle stability in milk by steric 
repulsion. It could be assumed that more hydrophobic casein zones are present on the 
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rennet casein film surface to explain its higher value for water surface contact angle (at 
low glycerol concentration).  
II.8.3 Mechanical properties 
Figure II-8A shows Tensile Strength (TS) as function of Elongation at Break (EAB) 
for the 6 different formulations conditioned before testing at 50, 65 and 80% relative 
humidity and 30°C. Water sensitivity of casein based sheets could imply modifications of 
mechanical properties with different relative humidity conditioning. Edible sheets aimed 
for food packaging applications will encounter different food matrices having different aw.  
 
Figure II-8 : Mechanical properties of the different extruded casein based sheets conditioned at 50% relative 
humidity (RH), 65% RH or 80% RH and 30°C (n=5), A: represented as tensile strength as function of elongation 
at break and B: represented as tensile strength as function of relative humidity, casein source and glycerol 
concentration 
In Figure II-8A, sheets with low glycerol amount have higher TS and lower EAB than 
sheets highly plasticized by glycerol or water. Indeed, sheets with 13.2% of glycerol and 
conditioned at 50 and 65% RH have a TS between 16 – 38 MPa and an EAB between 9 – 
55% in comparison with more plasticized sheets, which have TS between 2 – 13 MPa and 
an EAB between 56 – 125%. Figure II-8B shows that glycerol and water molecules act as 
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plasticizers and decrease intermolecular interactions and by this way increase free volume 
and finally decrease mechanical resistance (Sobral et al., 2001).  
Besides, the increase in glycerol concentration increases moisture absorption (correlated 
by water sensitivity testing results previously described), which contribute to the 
reduction of interactions between caseins. This modification of mechanical properties due 
to plasticizer effect has been widely reported (Cuq et al., 1997; Gontard et al., 1993; McHugh & 
Krochta, 1994). 
Water is the main parameter before glycerol influencing mechanical properties (see Figure 
II-8B). Acid casein sheet that have been proved less water sensitive have similar TS and 
more particularly EAB conditioned at 50, 65 or 80% RH. In the contrary, EAB of more 
hydrophilic sheets that are sodium caseinate and rennet casein based sheet is greatly 
increased by higher relative humidity conditioning. Casein based sheets are highly 
influenced by glycerol amount at 50% RH since TS change from 38 ; 30 and 29 MPa to 9 ; 
12 and 6 MPa and EAB change from 18 ; 23 and 23 % to 125 ; 73 and 96 % for rennet 
casein sheet, acid casein sheet and sodium caseinate sheet respectively. Sheets containing 
13.2 % of glycerol have mechanical properties highly sensitive to moisture in comparison 
to sheets with high content of glycerol. This may be associated with saturation of casein 
binding sites by glycerol and water (Godbillot et al., 2006). 
Through casein source choice as raw material, glycerol concentration and applied 
conditions, a wide range of mechanical properties can be obtained from 2 to 38 MPa for 
tensile strength and from 23 to 125% for elongation at break. This result is particularly 
interesting to aim at several applications. Indeed, appropriate casein source choice with 
specific protein properties, as solubility (caseinates) and sensibility to acids or calcium 
chelating agent (rennet casein), is a novel approach to produce edible sheets based on 
casein. 
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II.9 Conclusions 
Sheets were successfully prepared by extrusion process and especially for the first 
time at our knowledge for acid and rennet casein. Essential characteristics as mechanical 
and water sensibility were evaluated for potential usage of final sheet as food packaging 
system. Glycerol concentration, relative humidity condition and casein source have been 
proved to affect these properties. 
A considerable range of properties are available with casein based sheets from water 
soluble and very water sensitive, sodium caseinate sheets to insoluble and with more 
hydrophobic surface (sorption kinetic by contact angle measurements), acid casein sheets. 
Comparison of water vapor permeability and mechanical properties of hydrocolloid sheets 
within the literature is difficult due to relative humidity storage conditions for WVP and 
strain speed or thickness of sheets in case of tensile test since WVP and mechanical 
properties are dependent on these parameters. However, edible casein sheets reveal 
general good mechanical properties, appearance quality (transparency) and provide 
improved moisture barrier compared to other hydrocolloid sheets due to the dry production 
process.  
Protein sheets are highly water sensitive and results presented in this work showed how 
glycerol emphasized this phenomenon confirmed by significant increase of swelling in 
water, water vapor permeability and water sorption. 
Further research should be focused on improving the wide range of properties available 
with extruded casein through other type of extracted caseins (CO2 precipitated casein or 
micellar casein, which for example will keep colloidal calcium phosphate and κ-casein tail), 
addition of other plasticizers or blends of biopolymers for example. 
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II.11 Conclusions générales et perspectives - Chapitre II 
Pour la première fois à notre connaissance, des matériaux à base de caséines acide 
et présure ont été transformés avec succès par extrusion. En ajoutant les matériaux à base 
de caséinate de sodium et les différentes conditions (plastifiant et humidité), un large 
éventail de propriétés ont pu être obtenues et sont décrites dans ce travail.  
Les matériaux présentés dans cet article ont démontré des caractéristiques différentes 
selon le choix de matière première, c’est-à-dire de caséine, la concentration en glycérol 
(13,2 et 24,2% (m/m de caséine) ont été testés) et l’exposition aux molécules d’eau (sous 
forme liquide ou vapeur). En effet, les feuilles et les films de caséinate de sodium sont 
hydrosolubles et donc très sensibles aux molécules d’eau alors qu’au contraire les feuilles 
et les films de caséine acide sont insolubles dans l’eau et présentent également une surface 
de contact plus hydrophobe. Les feuilles et les films de caséine présure ont des 
caractéristiques encore différentes car elles sont insolubles mais restent très sensibles aux 
molécules d’eau à cause de la présence de calcium colloïdal absent dans la caséine acide. 
Les observations faites sur les différents matériaux à base de caséine semblent aller dans 
le sens des derniers modèles de micelles envisagées qui ont été présentés lors de la 
synthèse bibliographique. En effet, le calcium colloïdal joue un rôle important lorsqu’il est 
présent comme pour la caséine présure puisqu’il lie les caséines entre elles. La présence 
de caséine κ avec son extrémité hydrophile dans la caséine acide en périphérie du réseau 
micellaire décrit par plusieurs modèles de micelles pourrait expliquer la sensibilité en 
surface des matériaux à base de caséine acide. 
Il a également été démontré dans ce travail que l’ajout d’un plastifiant dans ce type de 
matériau thermoplastique, et notamment le glycérol, va exacerber les phénomènes de 
sensibilité à l’eau. En effet, la nature hygroscopique du glycérol permet une liaison 
facilitée des molécules d’eau aux feuilles/films, ce qui engendre une augmentation du taux 
d’humidité, du taux de gonflement, du taux de sorption d’eau, de la perméabilité à la 
vapeur d’eau et de l’allongement à la rupture ; et une diminution de l’angle de contact face 
à une goutte d’eau et de la contrainte maximale. 
Cet article met en avant la possibilité de transformer différentes caséines apportant ainsi 
des caractéristiques variées pouvant être valorisées selon les applications visées. Des 
méthodes d’extraction comme la précipitation au CO2 ou bien la microfiltration permettent 
d’obtenir une caséine qui conserve son calcium colloïdal (comme la caséine présure) et 
également la partie glycoprotéique de la caséine κ (comme la caséine acide).  
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Cette caséine dite micellaire ouvre d’autres perspectives pour appréhender les relations 
structures/caractéristiques des matériaux fabriqués. A cela s’ajoute l’étude de différents 
plastifiants et mélanges de biopolymères qui pourrait être testés en extrusion pour élargir 
le champ des possibilités applicatives de ce type de biomatériau. 
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Chapitre III : Potentiel antimicrobien d’acides 
organiques contre Escherichia coli et leur 
incorporation dans un matériau à base de caséine 
présure 
 
III.1  Introduction 
Ce troisième chapitre présenté sous la forme d’un article scientifique (en appliquant 
la mise en forme du journal en question) est en cours de révision dans la revue 
« International Dairy Journal » qui publie des recherches concernant les avancées 
technologiques et scientifiques impliquant les produits laitiers. 
Une attente socio-économique actuelle pour des produits sains, naturels, peu transformés, 
prêts à consommer ou faciles à préparer a fait émerger une demande de qualité et de 
sécurité des denrées de plus en plus exigeante (Mellinas et al., 2016). La recherche 
persistante de l’allongement de la durée de vie des produits accompagne à présent le 
développement des nouveaux matériaux d’emballage, ce qui inclus les matériaux actifs, 
intelligents et les systèmes comestibles. Ces nouveaux matériaux d’emballage actifs et 
intelligents en protégeant les aliments vont permettre une réduction des déchets 
alimentaires voir une réduction des emballages lorsqu’ils sont comestibles et ainsi 
répondre également à une attente environnementale supplémentaire (Realini & Marcos, 
2014). De plus, d’un point de vue industriel, les films comestibles à base d’hydrocolloïdes 
sont plus coûteux dû au coût de la matière première, il est donc important d’apporter une 
valeur ajoutée supplémentaire à ce type de matériau pour pouvoir les vendre de manière 
à concurrencer les matériaux synthétiques. 
Ce chapitre est consacré à l’étude du potentiel de fonctionnalisation de films extrudés à 
base de caséine présure. La caséine présure est actuellement utilisée pour le 
développement d’étiquettes de fromage, d’où son choix dans les futurs chapitres 
concernant le potentiel antimicrobien des matériaux comestibles fabriqués. En outre, les 
matériaux à base de caséine présure possèdent deux caractéristiques primordiales dans la 
suite de cette recherche. Dans le deuxième chapitre, il a été démontré que les films à base 
de caséine présure sont insolubles mais, sont également très sensibles aux molécules d’eau 
et notamment, ils gonflent fortement, ce qui est un avantage conséquent pour le relargage 
induit des acides organiques. 
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Cette étude est notamment basée sur l’action antimicrobienne d’acides organiques contre 
la souche d’Escherichia coli ATCC 10536 comme modèle. Le sorbate de potassium (E202), 
le benzoate de sodium (E211) et le propionate de calcium (E282) sont des sels d’acides 
organiques approuvés comme conservateurs alimentaires. Ces sels, plus solubles que les 
acides, sont couramment utilisés pour leurs capacités antimicrobiennes et leurs faibles 
coûts dans les denrées alimentaires. De nombreuses études ont reporté un ajout efficace 
d’acides organiques dans des films ou enrobages comestibles permettant la protection et 
l’allongement de la durée de vie de produits alimentaires (S. Flores, Famá, Rojas, Goyanes, 
& Gerschenson, 2007; Karina Flores, Costa, Yamashita, Noemi Gerschenson, & 
Grossmann, 2010; Kristo, Koutsoumanis, & Biliaderis, 2008; Rocha, Loiko, Tondo, & 
Prentice, 2014; Sayanjali, Ghanbarzadeh, & Ghiassifar, 2011; Shen, Wu, Chen, & Zhao, 
2010; Türe, Gällstedt, & Hedenqvist, 2012). Cependant, de fortes variations de l’efficacité 
peuvent être observées en fonction de la formulation de la matrice support, des agents 
actifs, des microorganismes testés et des denrées alimentaires (Fernández-Pan, 2016). Les 
agents chimiques antimicrobiens tels que les acides organiques ont l’avantage d’être 
physiologiquement inertes, d’être efficaces à des pH faibles et surtout d’avoir une saveur 
neutre. Certains auteurs ont observé une incompatibilité des acides polaires (sorbate de 
potassium par exemple) avec des matrices de films apolaires telles que le polyéthylène 
basse densité après extrusion, ce qui a réduit l’activité antimicrobienne du composé 
(Devlieghere, Vermeiren, Bockstal, & Debevere, 2000). Des biopolymères comme les films 
à base de gluten de blé, plus polaires, ont quant à eux montré une bonne incorporation du 
sorbate de potassium et une activité antifongique intéressante après transformation par 
extrusion à 130°C (Türe et al., 2012). Ces essais laissent présager le potentiel actif d’une 
matrice de caséine transformée par extrusion pour le support d’acides organiques.  
Ainsi, l’objectif de cette étude est d’analyser différents sels d’acides organiques et plusieurs 
concentrations de ces derniers ainsi que leurs associations sur une souche modèle 
d’Escherichia coli. Pour cela, un plan d’expérience a été mis en place et une modélisation 
en surface de réponse a permis de mettre en évidence des choix de conservateurs et de 
concentrations optimum qui ont ensuite été testés par incorporation à des films de caséine 
présure extrudés.  
L’industrie fromagère est tout particulièrement demandeuse d’étiquettes en caséine 
permettant une bonne traçabilité des fromages, ce qui a été envisagé dans ce projet par la 
fonctionnalisation du matériau par des agents actifs antimicrobiens. Une concentration 
en molécules actives bien inférieure à ce qui est couramment testée en littérature a été 
testée afin de protéger la zone de l’étiquette sans affecter le fromage et ses qualités 
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organoleptiques. De plus, afin de mimer les conditions de stockage des fromages en cave 
d’affinage, les études ont été réalisées à 15°C. Cette température, particulière aux 
fromages affinés ou aux produits secs, est pour la première fois utilisée pour établir les 
capacités antimicrobiennes des acides organiques. 
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III.2 Abstract   
Antimicrobial activities of organic acid salts are well described in literature, but there 
is limited information on their effect when used in combination. Organic acids have a long 
history as being generally recognized as safe food preservatives. They are widely used to 
inhibit or delay the growth of recognized food pathogens. In this work, different 
preservatives - potassium sorbate, sodium benzoate and calcium propionate - were studied 
at 15°C for their antimicrobial properties against Escherichia coli ATCC 10536. 15°C is a 
non-common incubation temperature for E. coli but is often used for food storage of cheeses 
(in ripening cellars) or dry foods. A design of experiment was undertaken to modelize 
antimicrobial potential of organic acid salts against E. coli in this specific condition (15°C) 
depending on concentration and antimicrobial agents association. Organic acids were then 
tested in casein based edible film formulations (2% w/w of protein). Active rennet casein 
based films were produced using a twin screw extruder and antimicrobial activity was 
studied by agar disc diffusion method against E. coli at 15°C for 6 days. Films containing 
benzoate and sorbate are more efficient than films containing propionate and no synergy 
results from incorporation of a combination of preservatives. Extruded casein based films 
showed an interesting antimicrobial activity even at low antimicrobial concentration (25 
times under the minimal inhibitory concentration). Preservatives reduction is of main 
interest for food industries. The results of this study suggest that extruded casein based 
film could be an interesting alternative for food safety and food preservation.  
 
III.3 Keywords 
Rennet casein; extrusion; edible film; antibacterial activity; organic acid, Escherichia coli   
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III.4 Introduction  
Over last decades, active films and coatings based on natural polymers have gained 
interest for food packaging applications (Han & Aristippos, 2005; Kuorwel, Cran, 
Sonneveld, Miltz, & Bigger, 2011). Films made of polysaccharides or proteins are emerging 
as one of the most promising alternative to traditional food packaging systems based on 
petroleum resources (Cha & Chinnan, 2004; Hernandez-Izquierdo, Reid, McHugh, De J. 
Berrios, & Krochta, 2008). Films can be carriers of antimicrobial substances, antioxidants, 
dyes and vitamins, thus improving sensory properties and preservation of food products. 
Antimicrobial as active component for example could be released during food storage to 
prevent microorganisms growth and to extend food shelf life.   
 
Hydrocolloid films are produced by two processes, defined as ‘wet’ or ‘dry’ processes. ‘Wet’ 
process corresponds to solubilisation of protein or polysaccharides in an aqueous solution 
and solvent evaporation to obtain a film. Caseinates are soluble proteins in water, which 
facilitates solubilization and film forming ability during wet casting process (Arrieta et al., 
2014; Atarés, Bonilla, & Chiralt, 2010; Avena-Bustillos & Krochta, 1993). Wet casting 
process is a batch process that requires solvent and energy for solvent evaporation step, 
which led to laboratory applications but few industrial developments.   
On the contrary, extrusion as ‘dry’ process allows low residence time of ingredient which 
could be of main interest in case of addition of some antimicrobial agents (Belyamani, 
Prochazka, & Assezat, 2014; Colak et al., 2015, 2016; S. K. Flores, Costa, Yamashita, 
Gerschenson, & Grossmann, 2010; Hernandez-Izquierdo & Krochta, 2008). The extrusion 
process is a more cost-efficient process to transform casein compared to wet casting.   
 
Proteins and particularly milk proteins are good raw material to produce edible films 
(Khwaldia, Perez, Banon, Desobry, & Hardy, 2004). Caseinates (sodium, calcium, 
magnesium or ammonium caseinates) corresponding to the neutralized form of acid casein 
and whey proteins have been widely studied for their ability to form films. However, 
insoluble milk proteins as acid or rennet casein on the contrary are not well known as film 
forming material. Rennet or acid casein as raw materials have been used in few studies. 
Acid and rennet caseins are often immerged in alkaline solutions, pH decreases and 
neutralization of casein form caseinate, which have better film forming ability (Chick & 
Hernandez, 2002; Chick & Ustunol, 1998).  
 
III-162  
  
Caseinates have been proved to be good film carriers for antimicrobials delivering (Colak 
et al., 2015, 2016; Kristo et al., 2008). However, rennet casein obtained by enzymatic 
coagulation (through proteolytic enzymes as rennet), which is insoluble in water has never 
been described, to the best of our knowledge, as film carrier for preservatives.   
 
Casein films are legally required for quality proof and traceability of some European 
protected designation of origin cheese. For the moment, traceability is not well assured 
due to cheeses’ rind flora which quickly covers labels during cheese ripening. The aim of 
the study is to provide an edible and antimicrobial casein based material produced by an 
easily scale up process which could be commercialized to cheese manufacturers.  
Organic acids are well known to be efficient food preservatives and their salts are 
preferentially used in food industry (S. K. Flores et al., 2010; Neetoo, Ye, & Chen, 2008; 
Stanojevic & Comic, 2009). Moreover, some organic acids are allowed in cheese production 
process.  
 
The aim of this study is to analyse different concentrations of organic acid salts and their 
interactions on Escherichia coli bacteria growth. First, the analysis of antimicrobial 
potential of organic acid was made by broth microdilution method through the 
development of a response surface model.  Then, organic acids were incorporated in 
extruded casein based material and their antimicrobial activity was assessed. Escherichia 
coli was selected as a model for Gram-negative bacteria to test the antibacterial activity 
of organic acid in a 15°C solution or incorporated in extruded rennet casein. Material 
presented in this work is aimed as material replacement for cheese label and for this 
reason cheese ripening cave conditions (high relative humidity and 15°C temperature) 
were applied in experiments.  
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III.5 Materials and methods  
III.5.1 Materials/Chemicals  
Rennet casein native powder was purchased from Eurial Ingredients (Nantes, 
France). Glycerol, potassium sorbate and calcium propionate were obtained from Sigma 
Aldrich (St Louis, MO, USA). Acetic acid and sodium benzoate came from Acros organics 
(Geel Belgium). Ampicillin antibiotic was purchased from AppliChem GmbH (Darmstadt, 
Germany). Ethanol 96° was supplied by Carlo Erba reagents (Val de Reuil, France).  
 
III.5.2 Active rennet casein film preparation  
Rennet casein films were prepared through a dry process with a co-rotating twin 
screw extruder (Clextral, BC21, Firminy, FRANCE) as previously described by Colak et 
al. with changes (Colak et al., 2015). Rennet casein and antimicrobial agents (potassium 
sorbate, calcium propionate or sodium benzoate) at 2% (w/w of casein) were introduced 
into the first zone of the extruder. Glycerol (17.6 % (w/w) powders) and a solution of acetic 
acid 5° (41.1 % (w/w) powders) were added into the second zone. Temperature from hopper 
to tie (5 cm wide and 1 mm thick) ranged from 10°C to 75°C. Films thickness is about 600 
µm +/- 100 µm depending on formulation (determined with a digital micrometer). 
Residence time in twin screw extruder with a powder flow rate of 2 kg/h and screw speed 
at 170 tr/min was determined between 2 and 6 minutes. The prepared films were stored 
in plastic bags in cold room (4°C) until further experiments. Figure III-2 represents the 
thermoplastic extrusion process of rennet casein film and discs cut from this film for 
antimicrobial analysis. The obtained materials differ only by the antimicrobial agent type 
added to the process and its concentration.   
 
 
Figure III-2 : (A) Sheets of rennet casein extruded through a die with a rate of 2 kg.h-1 of protein powder. (B) 
Discs of rennet casein based material (transparent or red coloured) cut for agar disc diffusion assays. 
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Extruded materials were compared to a material (casein film) provided by a cheese label 
manufacturer that will be called “industrial material” in this work and which is produced 
by a compression process. This process induces high pressure and high temperature 
(between 100 and 150 °C) for several hours. The formulation of this material is similar to 
the extruded formulation with the difference of an addition of 20 % (w/w of casein) of 
ethanol (96°) during the process.  
The composition of the different formulations is presented in Table III-1.  
 
Table III-1 : Coded material names and their main characteristics for antimicrobial properties study 
IM Industrial material (ethanol 96° at 20% w/w protein) 
C Control: extruded material without antimicrobial agent 
B2 Sodium benzoate 2% (w/w protein) 
S2 Potassium sorbate 2% (w/w protein) 
P2 Calcium propionate 2% (w/w protein) 
B2S2 Sodium benzoate 2% (w/w protein) + Potassium sorbate 2% (w/w protein) 
B2P2 Sodium benzoate 2% (w/w protein) + Calcium propionate 2% (w/w protein) 
E Ethanol 96° at 17% (w/w protein) 
A Acetic acid 10° instead of acetic acid 5° (in process) 
 
III.5.3 Antibacterial activity  
III.5.3.1 Bacteria inoculum preparation  
Escherichia coli ATCC10536 from stock culture maintained at -20 °C in Tryptic Soy 
Broth (TSB) containing 15 % (w/v) of glycerol was subcultured in TSB (Biokar diagnostics, 
Beauvais, France) at 37 °C for 8 h, then first precultured for 14 h at 37 °C and finally 
precultured again for 4 h at 37 °C each time at 10 % (v/v) of previous culture, to obtain a 
working culture containing approximately 108 CFU.mL-1.  
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III.5.3.2 Modeling of organic acid salts antimicrobial potential by microdilution method  
III.5.3.2.1 Preparation of antimicrobial agents’ solution  
Organic acid salt (sodium benzoate: E211, potassium sorbate: E202 and calcium 
propionate: E282) were prepared at different concentration to test concentration in broth 
dilution method from 0.2 g.L-1 to 20 g.L-1. Solutions were stored at 4°C protected from light 
while waiting for experiment. All these ingredients are classified as food additives or 
GRAS compounds by the European Food Safety Authority (EFSA) and the United States 
Food and Drug Administration (US FDA).  
Ampicillin was tested as a positive antibacterial substance with a final concentration of 
0.001 g.L-1 which is the MIC found for Escherichia coli ATCC10536 by Al-Zoreky et al. 
after 48h at 30°C (Al-Zoreky, 2009).  
 
III.5.3.2.2 Broth microdilution method  
The antibacterial activity of a mixture of 3 organic acid salts was analysed by the 
broth dilution method against Escherichia coli. The assay was performed as described by 
Bouarab-Chibane et al. with changes (Bouarab-Chibane et al., 2017). 270 μL of TSB 
(Tryptone Soy Broth) alone (control) or with organic acid salts (final concentrations: 0-5 
mg mL−1) were mixed either with 30 μL of bacterial inocula (105 CFU mL−1) or 30 μL of 
sterile TSB (control) in each well of the 100 wells microplate and incubated at 15 °C for 6 
days in a Bioscreen C apparatus (Oy Growth Curves AB Ltd., Helsinki, Finland). The 
optical density of the culture was monitored every 15 min in the 420–580 nm wavelength 
range (OD420–580). Ampicillin as antibiotic was added in the assay as positive control for 
E. coli inhibition. Percent of Growth Reduction (GR) was calculated after 6 days at 15°C 
between OD (Optical Density) of well with the strain only and OD of well with 
antimicrobials, as given by the following equation:  
GR (after 6 days) = 100 − 
𝑂𝐷 𝐸. 𝑐𝑜𝑙𝑖 − 𝑂𝐷 𝐸. 𝑐𝑜𝑙𝑖 𝑤𝑖𝑡ℎ 𝑎𝑛𝑡𝑖𝑚𝑖𝑐𝑟𝑜𝑏𝑖𝑎𝑙 (𝑠)
𝑂𝐷 𝐸. 𝑐𝑜𝑙𝑖
 
Antimicrobial agents were tested in order to determine the Minimal Inhibitory 
Concentration (MIC) and a design of experiment was made to determine influence of 
mixture of different component at 15°C and for 6 days. All experiments were carried out 
in triplicate. Incubation temperature of 15°C was chosen according to application aimed 
for films on cheeses (cheese ripening cave temperature) and on dry food.  
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III.5.3.2.3 Design of experiment   
Response Surface Methodology (RSM) was chosen to evaluate the influence of 3 organic 
acids on the growth of Escherichia coli at 15 °C so as to study the combination of the 146 
antimicrobial agents. A three-level-three-factor, Box-Behnken response surface design 
with 3 factors (Potassium Sorbate, Sodium Benzoate and Calcium Propionate) was applied 
to assess the effect of combination of the different antimicrobial agents. All experimental 
runs are listed in Table III-2. The RSM was implemented to the experimental data using 
a commercial statistical package, Design Expert version 6.0.4 (Stat-Ease, Inc., 
Minneapolis, MN, USA).   
Analysis of variance (ANOVA) was used to examine the statistical significance of the 
model terms. The same software was used for response optimization.  
 
Table III-2 : Box-Behnken design of experiment with 3 factors: Potassium sorbate, sodium benzoate and calcium 
propionate and 1 response (mean of duplicate experiments): Growth reduction of Escherichia coli 
   Factor 1 Factor 2 Factor 3 Response 1 
Std Run A: Potassium sorbate B: Sodium benzoate C: Calcium propionate 
Growth 
Reduction 
  g.L-1 g.L-1 g.L-1 % 
6 1 0 5 2.5 96 ± 6ab 
12 2 2.5 5 5 100 ± 0a 
10 3 2.5 2.5 2.5 99 ± 1a 
4 4 5 2.5 5 100 ± 0a 
17 5 2.5 0 0 95 ± 7ab 
15 6 5 0 2.5 98 ± 3ab 
1 7 2.5 2.5 2.5 85 ± 24ab 
3 8 2.5 5 0 100 ± 0a 
7 9 2.5 2.5 2.5 87 ± 21ab 
9 10 0 2.5 0 84 ± 18ab 
13 11 2.5 2.5 2.5 86 ± 7ab 
5 12 2.5 2.5 2.5 95 ± 8ab 
8 13 0 2.5 5 100 ± 0a 
2 14 5 2.5 0 96 ± 1ab 
16 15 0 0 2.5 39 ± 14c 
14 16 5 5 2.5 95 ± 9ab 
11 17 2.5 0 5 98 ± 6ab 
19 18 5 5 0 100 ± 0ab 
20 19 5 0 5 100 ± 0a 
18 20 0 5 5 99 ± 2ab 
22 21 5 5 5 93 ± 11ab 
21 22 5 0 0 89 ± 9ab 
24 23 0 5 0 93 ± 6ab 
23 24 0 0 5 80 ± 29b 
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III.5.3.3 Antimicrobial agents incorporation in extruded casein based material analysed by 
agar disc diffusion method   
To evaluate the capacity of retention or release of organic acid salts from extruded 
rennet casein material and its antimicrobial capacity, agar disc diffusion method was used. 
Discs of 1.5 cm diameter were cut from extruded material strip.   
TSA (Tryptic Soy Agar, Biokar diagnostics, Beauvais, France), plates were inoculated in 
surface with Escherichia coli ATCC10536 105 CFU.mL-1. The material was then disposed 
on the middle of Petri dishes. Inoculated plates containing the material to test were placed 
in humid chamber conditions for the time of the experiment. Plates were placed for 2 hours 
at 4°C (to allow diffusion of antimicrobial agents without strain growth) before incubation 
at 15°C.  Scans of the Petri dishes after 6 days of incubation were analysed using software 
ImageJ to determine inhibition area for each material following this equation:  
 
𝐼𝑛ℎ 𝑖𝑏𝑖𝑡𝑖𝑜𝑛 𝐴𝑟𝑒𝑎 (𝐼𝐴) (mm²) = 𝐴𝑟𝑒𝑎 𝑜𝑓 𝑖𝑛ℎ 𝑖𝑏𝑖𝑡𝑖𝑜𝑛 − 𝐴𝑟𝑒𝑎 𝑜𝑓 𝑚𝑎𝑡𝑒𝑟𝑖𝑎𝑙  
 
This assay was performed 3 times in duplicate for each material.  
 
III.5.4 Biodegradability  
Biodegradability was studied through biochemical oxygen demand test. Assays were 
carried out in aqueous aerobic environment conditions according to standard ISO 
14851:1999. Method used as previously described by Colak et al. with small modifications 
(Colak et al., 2015). The materials to be tested were cut in small pieces (less than 2 mm² 
of surface) to create a good exchange surface with test medium. Test bottles were 
incubated at 23°C in the dark with stirring for 60 days. Experiments were carried out in 
duplicate and cellulose filter as well as polyethylene low density film were prepared as 
other materials to serve as positive control and negative control for biodegradation. The 
Theoretical Oxygen Demand (ThOD) is determined for every substances 
CcHhClclNnSsPpNanaOo with a relative molecular mass (Mr) contained in the formulation 
(casein and additives) through the following equation:  
 
𝑇ℎ𝑂𝐷 (𝑠𝑢𝑏𝑠𝑡𝑎𝑛𝑐𝑒) =  
16[2c +  0.5(h −  cl −  3n)  +  3s +  2.5p +  0.5na − o]
𝑀𝑟
 
 
𝑇ℎ𝑂𝐷 (𝑓𝑜𝑟𝑚𝑢𝑙𝑎𝑡𝑖𝑜𝑛) =  
ThOD(substance A) +  ThOD (substance B)…
mass of polymer introduced in bottles
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III.5.5 Statistical analysis  
Data were analysed with XLSTAT software (Addinsoft, v19.02). Fisher’s test, Low 
Significant Difference (LSD) was used to compare the statistical difference of compositions 
within the different experiments through one-way ANOVA (p < 0.05).   
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III.6 Results and discussion  
III.6.1 Modeling of organic acid salts antimicrobial potential by microdilution 
method  
In order to evaluate the antibacterial activity of organic acid salts on Escherichia 
coli ATCC 10536, the microdilution broth method was applied. Ampicillin (0.001 g.L-1) was 
used as positive control of inhibition of E. coli ATCC 10536 in all experiments. 
Preservatives concentrations between 0.2 g.L-1 and 20 g.L-1 were studied in presence of E. 
coli. Incubation was monitored over 6 days since growth of E. coli is delayed at 15 °C. 
Indeed, tests made at 15 °C on TSA (Tryptone Soy Agar) medium proved that growth of E. 
coli starts between the 5th and the 6th day of incubation (data not shown).   
Curves corresponding to strain growth without and with sodium benzoate, potassium 
sorbate and calcium propionate at different concentrations can be found in Figure III-3.  
 
As can be seen on Figure III-3, E. coli starts growing after 67 h at 15 °C (2.8 days) in 
tryptone soy broth. Noor et al. didn’t observe any delay in E. coli growth when the 
incubation temperature is decreased from 37 °C to 25 °C (Noor, Islam, Munshi, & Rahman, 
2013).   
In case of potassium sorbate (Figure III-3A) and sodium benzoate (Figure III-3B), a 
concentration of 5 g.L-1 is necessary to inhibit E. coli in liquid broth at 15 °C for 6 days. 
Similarly, Stanojevic et al. found that a 5 g.L-1 concentration of potassium sorbate or 
sodium benzoate is the minimal inhibitory concentration to inhibit Escherichia coli 
(density of 10 CFU.mL-1) after 24 h incubation at 37°C (Stanojevic & Comic, 2009). 
Concentrations of potassium sorbate lower than inhibition concentration, such as 1 g.L-1 
and 0.5 g.L-1 concentrations have an effect on final growth of E. coli at 6 days, but the 
bacteria is not completely inhibited after 6 days unlike with above 5 g.L-1 concentrations. 
0.5 g.L-1 concentration allows a 14 h delay in growth and 1 g.L-1 concentration allows over 
a 1-day of delay. Very weak concentration under 0.5 g.L-1 of potassium sorbate seems to 
have less impact on bacteria growth. Indeed, 0.2 g.L-1 of potassium sorbate delays growth 
by 5 h, however after 6 days at 15°C, absorbance is similar to bacteria control growth 
without antimicrobial agent, which implies a bacteriostatic effect that doesn’t last more 
than 5 h.   
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Figure III-3 : Strain growth over time (6 days) without and with addition of organic acid salts in broth. Different 
concentrations tested of (A): Potassium sorbate; (B): Sodium benzoate and (C): Calcium propionate. 
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Sodium benzoate results (Figure III-3B) are the same as with potassium sorbate. At 15°C 
and after 6 days, 5 g.L-1 concentration allows complete inhibition of the bacteria. 1 g.L-1 
and 0.5 g.L-1 concentrations of sodium benzoate have an impact on the final inhibition of 
E. coli. 1 g.L-1 of sodium benzoate brings more than 1-day delay in growth. 0.2 g.L-1 
concentration has no effect on final inhibition of E. coli but allows 12-hours delay of 
growth. Delay in growth at 0.2 g.L-1 benzoate is 7 -hour longer than delay at 0.2 g.L-1 
potassium sorbate; it can be assumed that Escherichia coli is more sensitive to benzoate 
than propionate under these conditions.  
 
Curves of different calcium propionate concentrations (Figure III-3C) showed no inhibition 
of Escherichia coli after 6 days at 15°C. Indeed, only 20 g.L-1 and 5 g.L-1 concentrations of 
have an impact on strain final growth but this is not a complete inhibition (absorbance: 
0.38, compared to strain alone absorbance: 0.85). These two concentrations induced a 20-
hour delay in stain growth. Concentrations weaker than 5 g.L-1 have no effect on final 
growth at 6 days.  This work showed the efficiency of organic acid salts to inhibit 
Escherichia coli ATCC10536 in specific conditions, i.e. 15°C and for a 6-day incubation. 
Sodium benzoate and potassium sorbate were more efficient than calcium propionate. This 
observation is in accordance with results previously observed by Suhr et al. and Guynot 
et al. on fungi and moulds (Guynot, Ramos, Sanchis, & Marín, 2005; Suhr & Nielsen, 
2004). Considering these results, organic acid salts concentration could be chosen to 
inhibit Escherichia coli growth or just to delay its growth for a period of time depending 
on the application aimed and the type of food risk when stored at 15 °C.  
 
III.6.2 Design of experiment: Antibacterial effect of a blend of weak organic acid 
salts  
A design of experiment was started to test different blends of preservatives against 
Escherichia coli by broth microdilution method. As can be seen in the Box-Behnken design 
presented in Table III-2, three preservatives were studied as factors: potassium sorbate, 
sodium benzoate and calcium propionate with concentrations equal or under inhibition 
concentration previously determined. One response was calculated for each run, that is 
the percentage of growth reduction observed between bacteria growth curve and the 
growth curves of bacteria in presence of antimicrobial tested blends after 6 days of 
incubation at 15 °C. The aim of response surface method is to build a model which 
adequately describes the effect that the factors have on the response and then use the 
model for response optimization.  
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An analysis of variance was conducted to determine significant model terms before 
modelling different solutions. The chosen model, including study of factors A, B and C and 
interactions AB, AC, BC and ABC, is significant. There is only 0.01 % chance that a model 
this large could occur due to noise. Accordingly, this model can be used to navigate the 
design space. All factors and interactions are considered significant model terms, which 
means that sorbate, benzoate, propionate, and interactions of 2 of them or all of them have 
a significant effect on the E. coli growth reduction.  
 
A final equation in terms of actual factors is given for this model as follows:   
Growth Reduction = 0.115 + 0.198 Sorbate (mg.mL-1) + 0.187 Benzoate (mg.mL-1) + 0.168 
Propionate (mg.mL-1) - 0.043 Sorbate/Benzoate – 0.038 Sorbate/Propionate – 0.036 
Benzoate/Propionate + 0.008 Sorbate/Benzoate/Propionate  
 
In this model equation that represents the reduction between bacteria growth with and 
without antimicrobials at 15°C at 6 days, interactions of two antimicrobials have a 
negative effect on the response. Blends of organic acids are less efficient to reduce 
Escherichia coli, this indicates a slight antagonistic effect of potassium sorbate and sodium 
benzoate, of potassium sorbate and calcium propionate and of sodium benzoate and 
calcium propionate. Possible adverse effect can also occur between two organic acid salts. 
In a study done in 2002 by Mbandi et al., inhibition of different strains by either sodium 
lactate or sodium diacetate or both was found to be temperatures dependent (Mbandi & 
Shelef, 2002). A synergistic effect of both antimicrobial agents was observed at 5 °C but 
none was observed at 10 °C. Nevertheless, other researchers have found evidence of 
synergistic inhibition of E. coli when two organic acid salts were used at 37°C and for 24 
to 48h (Smith & Hong-Shum, 2011; Stanojevic & Comic, 2009). Combined effect of organic 
acid salts has been proved to be complex and could vary depending on other ingredients, 
concentration, tested strain and experimental conditions such as temperature or pH. 
Through the chosen model an optimized response simulation can be applied. Goals of this 
optimization is to maximize growth reduction but to minimize use of antimicrobials to 
meet recent industrial requirements to protect food with fewer preservatives.  
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In Table III-3 are presented researched criteria and the different solutions proposed by a 
simulation according to the model previously described.  
Table III-3 : Solutions proposed by the model for response optimization corresponding to given criteria. 
Contraints 
Solutions proposed by the 
model 
Name Goal 
Lower 
Limit 
Upper 
Limit 
Importance 1 2 3 4 5 
Potassium 
sorbate 
(g.L-1) 
minimize 0 5 + 4.1 4.1 4.1 0.1 1.1 
Sodium 
benzoate 
(g.L-1) 
minimize 0 5 + 0.0 0.0 0.1 4.1 3.7 
Calcium 
propionate 
(g.L-1) 
minimize 0 5 + 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 
Growth 
reduction 
(%) 
maximize 0 1 +++++ 90 90 90 90 90 
 
In the 5 proposed solutions, sodium benzoate and potassium sorbate are found to bring 
high growth reduction at concentrations around 4 g.L-1. Blending weak organic acids is 
not interesting for growth reduction. The cumulative antimicrobial concentration needed 
for 90% of growth reduction is higher than considering one antimicrobial agent. This result 
is in accordance with previous results showing an antagonist effect of different organic 
acid salts.   
Organic acid salts are good antimicrobial agents that can be used against E. coli ATCC 
10536 at 15 °C and inhibit growth for at least 6 days. Potassium sorbate and sodium 
benzoate are the most efficient preservatives against E. coli at 15°C and their efficiency 
should be tested inside a biobased material to check matrix (rennet casein) and process 
(twin screw extrusion) impact on antimicrobial activity.   
 
III.6.3 Antimicrobial agents incorporation in extruded casein based material 
analysed by agar disc diffusion method   
Rennet casein was used for the first time as raw material for film production through 
extrusion process without any pH increase to neutralize caseins. The three organic acid 
salts were incorporated with rennet casein powder before extrusion process at a lower 
concentration than the concentration tested in liquid method to correspond to cheese 
manufacturer requirements.  
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To keep a large choice of future applications, lower concentrations of preservatives, 2 % 
(w/w of casein) corresponding to an estimated 0.15-0.2 g.L-1 concentration (depending on 
water evaporated during process) are interesting on industrial point of view.   
 
After TSA inoculation with Escherichia coli ATCC 10536, 1.5 cm diameter discs of 
extruded material were disposed on agar and Petri dishes were placed at 15°C in humid 
chamber to simulate cheese ripening cellar conditions. Inhibition zones were observed 
after 6 days of incubation at 15°C and are presented in Table III-4.  
Table III-4 : Diameters of inhibition in mm and typical inhibition zone pictures of different formulations of 
materials against Escherichia coli ATCC10536 after 6 days of incubation at 15 °C (n=8 replicates; different 
letters indicate significantly different levels within each formulation, P < 0.05). IM: Industrial material with 
22.5 % ethanol; Extruded materials with: E: 17 % Ethanol; C: 5° acetic acid; A: 10° acetic acid; B2: 2 % Sodium 
benzoate; S2: 2 % Potassium sorbate; P2: 2 % Calcium propionate; B2S2: 2 % Benzoate and 2% Sorbate; B2P2: 
2 % Benzoate and 2 % Propionate. 
Material 
Inhibition diameter (mm) against  
E. coli after 6 days of incubation at 15°C  
Material 
Inhibition diameter (mm) against  
E. coli after 6 days of incubation at 15°C  
IM 0.0 ± 0.0e 
   
 
E 33.6 ± 6.7c 
 
S2 46.1 ± 3.8b 
 
C 25.8 ± 6.7d 
 
P2 30.4 ± 4.4cd 
 
A 30.6 ± 9.7cd 
 
B2S2 54.2 ± 8.9a 
 
B2 48.0 ± 4.6b 
 
B2P2 55.1 ± 5.2a 
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Active films based on food grade rennet casein incorporated with different organic acid 
salts as antimicrobial agents were obtained by extrusion process. Besides, diffusion tests 
in water at 15°C analysed by HPLC have shown that antimicrobials are fully incorporated 
in the protein matrix (amount added recovered in film after extrusion process) and are 
released quickly (in less than 4 hours) and entirely in aqueous solution (data not shown). 
Some authors have already proved that other antimicrobial agents incorporated in films 
can be recovered after extrusion process (Colak et al., 2015; Nam, Scanlon, Han, & 
Izydorczyk, 2007).  2% organic acids (concentration 25 times lower than the minimal 
inhibitory concentration previously determined in microdilution broth method) 
incorporated in rennet casein films affect significantly Escherichia coli growth. Extrusion 
process (here at low temperature: 70°C) is a good process for incorporation of weak organic 
acids since antimicrobials are released quickly in agar medium and antimicrobial activity 
against E. coli is recovered.  
 
Industrial material (IM in Table III-1) (not made by extrusion process but compression 
process) was provided by a casein film maker company. Industrial film containing 20% 
(w/w) ethanol 96° has no effect on Escherichia coli growth unlike extruded material 
(samples E) containing ethanol 96° at 17% (w/w). Ethanol could be recovered differently 
from compression and extrusion process. Indeed, industrial compression process is using 
higher temperature than boiling point temperature of ethanol: 78.24°C (compared to 
extrusion made below 75°C). Process can have an influence on bacteria growth also 
because of a matrix modification. Heating influence on protein hydrophobicity has been 
studied by Bonomi et al. and these authors proved that up to 95°C hydrophobicity of milk 
protein surface is growing, however, at higher temperature (for example 120°C for 10 
minutes), hydrophobicity decreases greatly (Bonomi & Iametti, 1988, 1991). It can be 
assumed that industrial material tested which is produced through a “pressure cooker” 
type process where proteins are heated for 2-5 hours at temperature between 80-110°C, is 
a process that influences protein surface hydrophobicity and by the same way, could 
increase material sensitivity to Escherichia coli.  
 
All extruded materials (containing acetic acid 5 °) influenced bacteria growth. It means 
that acetic acid brings antimicrobial properties to the material but less than other 
preservatives. Several authors have reported reduction in survival of Escherichia coli in 
food such as spinach, lettuce, green lavers and beef with acetic acid treatment from 5-15 
% (Harris & Brashears, 2012; Park, Kang, & Ha, 2016; Poimenidou et al., 2016).  
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Ethanol present in extruded formulation seems to show more effect on Escherichia coli 
than 5 ° or 10 ° acetic acid. Ethanol has been proved to inhibit growth of E. coli at 6.57 – 
10 % (v/v) when used as a pure solution (Ganske & Bornscheuer, 2006; Mazzola et al., 
2009). However, introducing 10 ° acetic acid in the formulation allows an 44.1 % increase 
of inhibition area compared to 5° acetic acid.  Inhibition area is 2-3 times larger for 
formulations containing 2 % (w/ w protein) of organic acids (B2 and S2) compared to 
formulation with only 5 ° acetic acid (samples C), except for calcium propionate (P2) which 
has not more effect on growth than just acetic acid inside the formulation. This result is 
in accordance with microdilution broth results that proved E. coli as more sensitive to 
sorbate and benzoate than propionate.   
 
A few combinations were tested, sodium benzoate was chosen for both combinations 
because it has the best rate of inhibition on Escherichia coli (Figure 2B), same as 
potassium sorbate. Besides, sodium benzoate was also selected for better processability 
because of its powder grade compared to sorbate that was in small pearls and for cost 
optimization for future applications. By comparing addition effect of blend of two 
antimicrobials inside the same formulation, it can be observed that benzoate at 2% (w/w) 
and propionate at 2% (w/w) (B2P2) have a 6.6% smaller inhibition area than the 
cumulative effect of material with 2% of benzoate and 2% of propionate taken separately. 
In the case of benzoate (2%) and sorbate (2%) inside the same formulation (B2S2), the 
inhibition area is greatly reduced between the two antimicrobials. The inhibition area of 
B2S2 is 17% smaller than inhibition area of B2 + S2. Antagonist effect depends on the 
organic acid salts and this result is in accordance with microdilution broth design of 
experiment result where interactions of weak organic acids were bringing negative effect 
to the growth reduction and by the same way had less impact on bacteria inhibition 
compared to preservatives used independently.  
 
In this experiment, preservatives contained in casein based matrix showed an 
antibacterial effect on Escherichia coli even at 0.2 g.L-1. Indeed, the same concentration 
used in broth method was not efficient against the strain in the same temperature and 
time conditions. It is not the first time that a matrix used as carrier for preservatives 
allows a better microorganism inhibition over time. Sanjurjo et al. already noticed that 
nisin incorporated in starch edible film was more efficient against L. innocua than direct 
addition probably due to gradual liberation of the antimicrobial agent (Sanjurjo & Flores, 
2006).  
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Efficiency of organic acids incorporated in edible films was reported by several authors at 
higher concentrations than 2% (w/w of protein) described in this work. Indeed, in anchovy 
protein films concentration above 25% (w/w of protein) of sorbic or benzoic acid was 
necessary to inhibit Escherichia coli O157:H7 (Rocha et al., 2014). Similarly, a 
concentration of potassium sorbate above 10% (w/w of starch) or above 20% (w/w of 
chitosan) was necessary to obtain an inhibition zone against Escherichia coli in works of 
Shen et al. and Pranoto et al. on antimicrobial sweet potato starch film and antimicrobial 
chitosan film respectively (Pranoto, Rakshit, & Salokhe, 2005; Shen et al., 2010).  
 
The extrusion process can be considered as a good alternative to produce active casein 
based film since a process temperature of 70°C can be used and maintain efficiency of 
organic acid salts. Preservatives are more efficient used independently and potassium 
sorbate and sodium benzoate offer the best inhibition of Escherichia coli at 15°C. 
Furthermore, this work showed that even at low concentrations, 25 times less than 
concentrations that allow complete inhibition in liquid broth method, preservatives 
brought antimicrobial properties to the material at 15°C after 6 days of incubation.  
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III.6.4 Biodegradability  
Material biodegradation was studied in liquid aerobic condition for 60 days. 
Biological oxygen demand (BOD) data were obtained and then expressed as a percentage 
of theoretical oxygen demand calculated for each formulation and is presented in Figure 
III-4.  
 
Figure III-4 : Percentage of biodegradation of the different formulations with and without antimicrobial agents, 
according to ISO14851 (1999). LDPE: Low density polyethylene; IM: Industrial material with 22.5% ethanol; 
Extruded materials with: E: 17% Ethanol; C: 5° acetic acid; A: 10° acetic acid; B2: 2% Sodium benzoate; S2: 
2% Potassium sorbate; P2: 2% Calcium propionate; B2S2: 2% Benzoate and 2% Sorbate; B2P2: 2% Benzoate 
and 2% Propionate. 
 
On the different curves in Figure III-4, on the first day a short lag step occurs, when 
microbial inoculum is adapting to material samples, then there is an important 
degradation step between 1 and 14 days, where the flora contained in reactors is growing 
using samples as food and finally a plateau is attained because nothing more can be 
degraded and used as growing nutrients by bacteria. All tested materials are completely 
biodegradable in liquid aerobic conditions at 23°C. Tested materials remained intact in 
contact with water (without microorganism presence) but have even quicker 
biodegradability than cellulose in presence of sludge microflora. At the end of the 
experiment, after 60 days all samples obtained at least 80% of biodegradability but they 
already reached 60 % of biodegradability after 10 days. Antimicrobial agents contained in 
films alone (2 % w/w protein: B2, S2 and P2) or in combination (4 % w/w of protein: B2S2 
and B2P2) did not affect the material biodegradability. Industrial material (IM) and 
extruded ethanol formulation (C) are a slightly less biodegradable (90 % after 60  
days), this could be due to ethanol in aqueous solution as an antimicrobial agent.     
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III.7 Conclusion  
Organic acid salts are good antimicrobial agents that can be used against Escherichia coli 
ATCC 10536 at 15°C. Sodium benzoate and potassium sorbate were the most effective 
preservatives against E. coli. However, blend of several antimicrobials against E. coli in 
conditions of the study (15°C for 6 days) showed antagonist effect.  
Active films based on food grade rennet casein incorporated with different organic acid 
salts as antimicrobial agents were successfully obtained by extrusion process. Rennet 
casein based films, to our knowledge, were obtained for the first time by extrusion process 
which is a low cost and continuous process compared to wet casting.  
Casein based films were active against Escherichia coli ATCC 10536, even after thermo-
mechanical treatments applied during extrusion, which is the bacteria chosen as model to 
study E. coli food contamination.  
This new antimicrobial material is providing an alternative potential solution for food 
protection against foodborne pathogens. These films can be adapted to different kind of 
food systems and can be thought as good replacement for cheese labels if they could also 
inhibit cheese rind microflora. The main novelty of this work is the production of rennet 
casein film by extrusion process, which is a good matrix to incorporate active compounds 
since antimicrobial properties of organic acid salts was not affected inside casein network.  
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III.9  Etude complémentaire 
En complément de cette étude théorique et appliquée par plan d’expérience sur une 
souche modèle ici d’Escherichia coli, des essais de matériaux actifs ont été réalisés in situ 
sur des fromages de Comté. Les formulations présentées dans le Table III-5 ont pu être 
testées sur la croûte des fromages de Comté en partenariat avec la société 
Monts&Terroirs. 
Table III-5 : Formulations testées sous forme d'étiquettes sur de fromages de Comté dans des caves d'affinage 
de la société Monts&Terroirs 
Code Dénomination 
Formulation 
N° 
d’Essai Protéine Glycerol 
Acide 
acétique 
Antimicrobien 
IM Témoin industriel Présure 22% X 
20% éthanol 
(96°) 
N°1 
C1 Témoin extrudé 
Présure : 
Pois (3:1) 
20% 10° X 
EO 
1% Huile essentielle 
de thym à linalol 
Présure : 
Pois (3:1) 
20% 10° 
1% huile 
essentielle de 
thym à linalol 
P1 
1% Propionate de 
calcium 
Présure : 
Pois (3:1) 
20% 10° 
1% Propionate 
de calcium 
S1 
1% Sorbate de 
potassium 
Présure : 
Pois (3:1) 
20% 10° 
1% Sorbate de 
potassium 
B1 
1% Benzoate de 
sodium 
Présure : 
Pois (3:1) 
20% 10° 
1% Benzoate de 
sodium 
IM Témoin industriel Présure 22% X 
20% éthanol 
(96°) 
N°2 
C Témoin extrudé Présure 15% 5° X 
A Acide acétique 10° Présure 15% 10° X 
P2 
2% Propionate de 
calcium 
Présure 15% 5° 
2% Propionate 
de calcium 
S2 
2% Sorbate de 
potassium 
Présure 15% 5° 
2% Sorbate de 
potassium 
B2 
2% Benzoate de 
sodium 
Présure 15% 5° 
2% Benzoate de 
sodium 
B2S2 
2% Benzoate de 
sodium + 2% 
Sorbate de 
potassium 
Présure 15% 5° 
2% Benzoate de 
sodium + 2% 
Sorbate de 
potassium 
B2P2 
2% Benzoate de 
sodium + 2% 
Propionate de 
calcium 
Présure 15% 5° 
2% Benzoate de 
sodium + 2% 
Propionate de 
calcium 
NB : Les formulations en vert correspondent à celles testées sur E. coli et présentées 
précédemment. 
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Les matériaux ont été fabriqués avec un colorant rouge pour ne pas les confondre avec 
l’étiquette de l’appellation Comté officielle. Des disques de 2.5 cm de diamètre ont été 
découpés puis imprimés et percés afin de suivre un processus similaire aux étiquettes 
officielles fournis par le syndicat de l’interprofession.  
Les différentes étiquettes incorporant différents principes actifs à différentes 
concentrations ont été apposées sur les fromages comme indiqué sur la Figure III-5 
représentant les étapes de production d’un fromage de Comté de type pâte pressée cuite. 
Lors des deux essais (le 02/11/2015 et le 24/05/2016), des fromages de Comté ont été 
produits avec des étiquettes à tester en triplicat afin de suivre l’évolution du recouvrement 
de celles-ci lors de l’affinage des fromages. 
 
Figure III-5 : Schéma de fabrication de pâtes pressées cuites comme le Comté et de l'étape de dépôt des étiquettes 
en caséine (www.produits-laitiers.com) 
 
Un suivi de la maturation des fromages et des étiquettes en caves d’affinage a été effectué 
comme observé sur les Figure III-6 et Figure III-7. 
Ce suivi a permis de mettre en évidence plusieurs résultats. Tout d’abord, on peut 
constater que le recouvrement par la flore de surface du fromage constitue un frein à la 
lisibilité après un mois d’affinage dans les conditions opérées dans ces essais. Après 3 mois 
d’affinage, les étiquettes sont complétement colonisées, les informations qu’elles 
contiennent ne sont plus lisibles quel que soit la formulation testée avec ou sans agents 
antimicrobiens. Il faut comparer les essais séparément car la qualité des laits étant 
différente selon les saisons, l’essai N°1 et N°2 ont été conduits sur un fromage d’hiver et 
un fromage d’été respectivement, avec des caractéristiques différentes. On remarque que 
dans l’essai N°1, les étiquettes sont toutes entièrement recouvertes après 3 mois d’affinage 
en cave et commencent également à se dégrader en commençant par la périphérie ou les 
zones percées. On peut supposer que ces zones sont plus sujettes à la lyse de la matrice 
protéique et à la dégradation du matériau par des microorganismes. Seule l’étiquette 
contenant du sorbate à raison de 1% (S1) semble être moins recouverte.  
Ajout de l’étiquette à base de caséine
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Afin d’aller plus loin dans les observations, un « grattage » au scalpel de la zone de 
l’étiquette a été effectué afin de récupérer un prélèvement de la flore ayant poussée sur 
chaque étiquette pour analyse et ainsi compléter les informations obtenues visuellement.  
On remarque après « grattage » que les formulations à 1% de benzoate de sodium et 1% de 
sorbate de potassium semblent être les mieux conservées du point de vue de la lisibilité 
du texte imprimé.  
Concernant le deuxième essai, des constatations similaires peuvent être établies. En effet, 
après 3 mois d’affinage, les étiquettes sont complètement recouvertes et se dégradent. 
Après grattage, on constate que certaines formulations sont dégradées en profondeur, 
c’est-à-dire sur toute l’épaisseur de l’étiquette (observation de la face interne de l’étiquette, 
face fromage) alors que d’autres sont préservées et les informations restent lisibles comme 
pour les matériaux contenant de l’acide acétique à 10° (A), du sorbate (S2) ou du benzoate 
à 2% (B2) ou la combinaison de 2% de sorbate et 2% de benzoate (B2S2).   
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Figure III-6 : Suivi chronologique de la maturation des fromages et de l'évolution visuelle des étiquettes en caséine pour l'essai N°1 
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Figure III-7 : Suivi chronologique de la maturation des fromages et de l'évolution visuelle des étiquettes en caséine pour l'essai N°2 
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Pour confirmer ces observations visuelles, les prélèvements effectués par « grattage » des 
étiquettes à 3 mois pour l’essai N°1 et à 4 mois pour l’essai N°2 ont été cultivés sur milieu 
CRBM (Cheese Ripening Bacteria Media comme développé par Denis et al.) à 15°C afin 
de comparer la charge microbienne recouvrant chaque étiquette (observée après 7 jours 
d’incubation) dont le calcul est présenté en Figure III-8 (Denis, Gueguen, Henry, & Levert, 
2001). Les résultats sont présentés dans le Table III-6 suivant :  
 
Figure III-8 : Schématisation du calcul de la charge de microorganismes recouvrant les étiquettes et se 
développant sur milieu CRBM à l’aide du logiciel ImageJ 
L’analyse des prélèvements confirme les observations visuelles faites sur les étiquettes. 
En effet, dans l’essai N°1, on voit que la charge retrouvée sur l’étiquette contenant du 
sorbate de potassium à raison de 1% est significativement plus faible que toutes les autres. 
Concernant l’essai N°2, toutes les étiquettes fabriquées par extrusion (même sans sels 
d’acides organiques/témoin) semblent avoir réduit la charge de recouvrement comparées 
au matériau industriel contenant seulement de l’éthanol. 
Témoin extrudé 
(Essai N°2)
Témoin industriel 
(Essai N°2)
Calcul de la charge en microorganismes recouvrant les étiquettes et se développant sur 
milieu CRBM :
Charge en microorganismes (%) = 
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Table III-6 : Détermination de la charge de microorganismes recouvrant les étiquettes et se développant sur 
milieu CRBM comme décrit dans le schéma en Figure III-8 (n=3). L’analyse statistique est réalisée séparément 
pour chaque essai. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ce résultat est d’ailleurs en accord avec ceux obtenus dans l’article présenté 
précédemment sur la souche E. coli. On peut ainsi supposer que le procédé influence la 
structure du matériau qui sera ainsi plus ou moins sensible à la dégradation par la flore 
fromagère. Les conditions du procédé telles que la température ou la pression peuvent 
affecter les interactions et l’hydrophobicité du réseau de la matrice du matériau, ce qui 
engendre une vitesse différente de dégradation par les microorganismes lors de l’affinage 
des fromages. 
Ainsi, les étiquettes en caséine testées in situ sur des fromages de Comté ont été 
rapidement recouvertes par la flore d’affinage des fromages après 1 mois d’affinage en cave 
à 15°C. Cependant, les observations visuelles et les prélèvements semblent indiquer une 
meilleure préservation et un recouvrement moins important chez certaines formulations 
testées, notamment celles contenant du sorbate de potassium et du benzoate de sodium. 
 
 
N° Essai Code Dénomination 
Charge (exprimé en % d’aire 
de la boîte de Petri recouvert 
par la flore de Comté) 
N°1 
IM Témoin industriel 17,3 ± 2,8
ab 
C1 Témoin extrudé 14,7 ± 2,0
abc 
EO 
1% Huile essentielle de 
thym à linalol 
18,7 ± 1,4a 
P1 1% Propionate de calcium 11,6 ± 1,0
bc 
S1 1% Sorbate de potassium 10,4 ± 0,9
c 
B1 1% Benzoate de sodium 18,9 ± 2,3
bc 
N°2 
IM Témoin industriel 8,0 ± 0,4
a 
C Témoin extrudé 3,1 ± 0,4
cd 
A Acide acétique 10° 3,1 ± 0,5
cd 
P2 2% Propionate de calcium 3,0 ± 0,9
cd 
S2 2% Sorbate de potassium 3,7 ± 0,7
cd 
B2 2% Benzoate de sodium 4,1 ± 1,2
c 
B2S2 
2% Benzoate de sodium + 
2% Sorbate de potassium 
6,3 ± 0,3b 
B2P2 
2% Benzoate de sodium + 
2% Propionate de calcium 
2,7 ± 0,6d 
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III.10  Conclusions générales et perspectives – Chapitre III 
Les acides organiques testés (sorbate de potassium, benzoate de sodium et 
propionate de calcium) montrent une capacité inhibitrice intéressante contre Escherichia 
coli ATCC 10536 à 15°C. Le benzoate de sodium et le sorbate de potassium semble être 
plus efficaces que le propionate à la fois contre E. coli et contre la flore fromagère. 
Contrairement à d’autres études, un effet antagoniste a été montré pour la combinaison 
de différents antimicrobiens et notamment pour la formulation B2S2 qui perd 17% de son 
inhibition contre E. coli par rapport à l’effet cumulé du sorbate et du benzoate pris 
séparément ; et la charge de flore fromagère retrouvée sur cette formulation est également 
significativement plus importante. 
La matrice de caséine présure produite par extrusion a permis l’incorporation de 
conservateurs avec des propriétés antimicrobiennes intéressantes. L’extrusion bivis et 
notamment les contraintes thermomécaniques n’ont pas affectées les capacités 
antimicrobiennes des composés actifs. Le réseau de protéine produit par le procédé 
d’extrusion semble apporter une protection supplémentaire contre les microorganismes et 
les dégradations engendrées par ces derniers. L’étude sur le modèle d’E. coli a également 
montré une efficacité des conservateurs à une concentration 25 fois inférieure à la 
concentration minimale inhibitrice précédemment déterminée. Ce résultat montre une 
nouvelle fois l’importance de la matrice et laisse envisager une réduction de l’utilisation 
des conservateurs d’un point de vue industriel.  
Pour les biopolymères, un relargage par gonflement induit est le mécanisme principal de 
libération des composés actifs tels que les acides organiques, par la diffusion des molécules 
d’eau à travers la matrice. En fromagerie, lors de la production de Comté, après avoir 
moulé le caillé, les étiquettes en caséine sont placées puis, une étape de pression de 24h 
est réalisée. Cette dernière étape permet d’égoutter un maximum le fromage, dont le 
lactosérum va s’écouler pendant 24h. Le lactosérum passera ainsi à travers les étiquettes 
en caséine, ce qui engendre un gonflement et le relargage des agents actifs qui ne sont 
plus disponibles dans l’étiquette lors de l’affinage. Afin de réduire le gonflement et la 
sensibilité à l’eau du matériau, l’ajout de composés hydrophobes a été envisagé et est 
présenté dans le chapitre suivant.  
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Ce nouveau matériau actif peut être considéré avec un fort potentiel d’industrialisation 
puisqu’il répond à différentes attentes socio-économiques actuelles. En effet, le procédé 
d’extrusion permet un changement d’échelle facilité pour la production de ce type de 
matériau et la réduction des conservateurs permise par l’action de la matrice correspond 
aux exigences des consommateurs pour des produits plus « Ecolabel », plus sains et sans 
excès d’additifs.  
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Chapitre IV : Extrusion d’un mélange de polymères à 
base de caséine et de cires pour le développement de 
films comestibles supports de sorbate de potassium – 
Une étude comparative 
 
IV.1 Introduction 
Le dernier chapitre de ce manuscrit est également présenté sous forme d’une 
publication en appliquant la mise en forme du journal. Cet article a été soumis auprès du 
journal « Food Packaging and Shelf Life ». 
Les résultats du chapitre précédent, concernant notamment les essais in situ sur les 
fromages, ont montré une bonne tenue du matériau extrudé sur les fromages et une 
potentielle réponse inhibitrice de la flore qu’il s’agirait de renforcer. En effet, on peut 
supposer qu’en évitant un gonflement induit par le relargage du lactosérum sortant du 
caillé pressé trop important et une libération trop rapide des agents de conservation, les 
étiquettes antimicrobiennes seraient en mesure de rester lisibles plus longuement lors de 
l’affinage des fromages en caves. Afin de répondre à cette hypothèse, il a été envisagé 
d’ajouter des composés hydrophobes aux formulations afin de créer un mélange de 
polymères modifiant ainsi les propriétés de sensibilité à l’eau, dont le gonflement ou la 
perméabilité à la vapeur d’eau et d’améliorer potentiellement les capacités 
antimicrobiennes apportées par l’ajout de sorbate de potassium. 
Dans ce travail, le procédé d’extrusion a été utilisé pour la fabrication de matériaux à base 
de caséine présure et de différentes cires (cire d’abeille, cire de candelilla et cire de 
carnauba). La production d’un mélange protéine/cire par extrusion n’a été réalisée jusqu’à 
présent que par l’équipe de Janjarasskul et al. avec des protéines de lactosérum et de la 
cire de candelilla (Janjarasskul, Rauch, McCarthy, & Krochta, 2014). Après avoir réussi à 
incorporer des cires à raison de 1% ou 5% (m/m de caséine) dans une matrice protéique en 
extrusion bivis, le matériau ainsi obtenu a été caractérisé. Les caractéristiques visuelles 
(colorimétrie), les propriétés mécaniques et les propriétés de sensibilité à l’eau telles que, 
la teneur en eau, le taux de matières solubles, le taux de gonflement à l’eau et la 
perméabilité à la vapeur d’eau ont été évalués. Afin d’obtenir un matériau antimicrobien, 
deux concentrations en sorbate de potassium ont été incorporées (2% et 10% m/m de 
caséine).  
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Le sorbate de potassium est d’ailleurs pris en compte lors la caractérisation du matériau 
car à forte concentration il affecte les propriétés de celui-ci comme auparavant démontré 
par Kowalczyk et al. ou bien Türe et al., avec un effet plastifiant du sorbate (Kowalczyk, 
Kordowska-Wiater, Solowiej, & Baraniak, 2015; Türe, Gällstedt, Kuktaite, Johansson, & Hedenqvist, 
2011).  
Ces différentes formulations extrudées ont pu être testées sur une souche modèle 
Escherichia coli ATCC 10536 avant d’être testées sur une flore plus complexe extraite de 
croûte de Comté de 2 mois et 6 mois d’âge d’affinage. 
L’originalité de ce travail réside en particulier dans l’utilisation du procédé d’extrusion à 
une échelle semi-industrielle, quelques kilogrammes par heure en débit d’entrée en poudre 
(comparé à l’étude de Janjarasskul et al. qui ont utilisé une extrudeuse de laboratoire – 
quelques centaines de grammes par heure) (Janjarasskul et al., 2014). En outre, trois origines 
de cire sont incorporées afin de permettre une étude comparative extensive et d’analyser 
les relations entre les caractéristiques des cires et les effets sur les propriétés du matériau. 
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IV.2 Graphical abstract 
 
 
Figure IV-2 : Résumé graphique 
  
IV-199 
 
IV.3 Abstract 
Potassium sorbate as preservative was incorporated in rennet casein sheets 
containing waxes (beeswax, candelilla and carnauba waxes) and its release and 
antimicrobial potential against Escherichia coli were analysed. One of the interesting 
parts of this work is the use of a twin screws extrusion process for the production of 
casein/wax bioplastics. The presence of KS significantly inhibits E. coli and that even at 
low concentration (10-fold lower than the MIC) and even after 20 days at 15°C, which 
suggests effect of casein matrix as preservative carrier. Besides, a plasticizing action of 
KS was demonstrated at 10% addition on mechanical properties (decrease of TS and 
increase of EB) and on water barrier properties. Concerning water vapour permeability, 
only beeswax among waxes introduced in sheets was efficient to reduce WVP (by 20%). No 
significant impact on sheet colour parameters was observed.  
The present study demonstrates that casein is a good matrix for waxes incorporation and 
that a coherent and homogeneous material could be produced with interesting 
antimicrobial properties thanks to potassium sorbate. Finally, the work provided here 
might help researches on biopolymer as preservative carriers that can be produced by an 
easily industrial process. 
 
IV.4 Keywords:  
Extrusion; edible film; casein; wax; potassium sorbate; Escherichia coli 
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IV.5 Introduction 
Packaging wastes and pollution are meant to be reduced in the near future and new 
packaging solutions should be developed to enhance part of biodegradable and nontoxic 
packaging. Edible films or sheets are a response to this context concerning new, 
biodegradable and environmentally friendly packaging research. Additionally, healthier 
and high-quality foods with longer shelf life are requested nowadays by consumers. In 
recent years, researches have focusing on active packaging to act as carrier of active 
substances. Antimicrobials are extensively studied as active molecules incorporated in 
films to prevent microbial growth in food (Appendini & Hotchkiss, 2002; Cha & Chinnan, 2004; 
Chowdhury, 2013; Kowalczyk et al., 2015).   
Biopolymers based on polysaccharides, lipids or proteins or blends of these categories are 
often used as matrix for active edible films. Casein is the main protein of milk and has 
been described as good film forming raw material, allowing production of flexible and 
transparent films with good oxygen-, aroma- and oil-barrier properties at low relative 
humidity (Khwaldia, Perez, Banon, Desobry, & Hardy, 2004; Krochta, 2002).  Casein proteins were 
studied by several authors as active molecule carrier (Arrieta et al., 2014; Atarés, Bonilla, & 
Chiralt, 2010; Colak et al., 2016). 
Protein films production can be achieved by two main casting solutions: wet and dry 
processes. Solution or wet casting is commonly used in the literature to produce edible 
films. This process allows the production of stand-alone films based on several raw 
materials (Arrieta et al., 2014; Basiak, Galus, & Lenart, 2015; Emiroğlu, Yemiş, Coşkun, & Candoğan, 
2010). However, wet casting is not an easily industrial scale up process that could be used 
to produce commercial amount of films. Indeed, due to solvent use or energy- and time-
consuming solvent evaporation step, this process doesn’t seem to be a good replacer of 
synthetic polymer production. Dry process, like extrusion process, is at the opposite a 
large-scale production technic. Besides, this process is already used for synthetic polymer 
production and would just need to be adapted to new biopolymers blends.  This continuous 
process, depending on the extruder size, can involve important feeding rates that imply 
rapid and large production with great commercial potential. Caseinate proteins have been 
successfully produced by extrusion process by Colak et al. and Belyammi et al. (Belyamani, 
Prochazka, & Assezat, 2014; Colak, Gouanve, Degraeve, Espuche, & Prochazka, 2015).  
Proteins are recognized as good polymer matrix and imply excellent oxygen, aroma and oil 
barrier film production up to intermediate relative humidity conditions (Gennadios, 2002). 
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However, hydrophilic nature of protein results in poor moisture barrier properties as 
WVP, swelling or solubility for example. Increasing interactions between protein chains 
by cross-linking and addition of lipids are the two principal techniques studied to decrease 
hydrophilic character of protein films. Caseinate cross-linking by  enzymes, heating 
treatment, γ-irradiations, formaldehyde or calcium ions have been developed on solvent 
cast films (Audic & Chaufer, 2005; Avena-Bustillos & Krochta, 1993; Juvonen et al., 2011; Lacroix, 
Jobin, Mezgheni, Srour, & Boileau, 1998; Vachon et al., 2000). Protein/lipid blends could be 
interesting for commercial large-scale production by extrusion to reduce cost of protein 
based materials. Moreover, polymeric blend films are meant to take advantage of both 
components, in other words good oxygen barrier from protein and good moisture barrier 
from lipids for example.  
For biopolymers, a swelling induced release is the main mechanism of active compounds 
release by diffusion of water molecules through polymeric matrix (Mastromatteo, 
Mastromatteo, Conte, Nobile, & Alessandro, 2010). Therefore, hydrophobic substances 
incorporation in the biopolymeric matrix is meant to delayed hydration and swelling and 
subsequently active agents diffusion (Ouattara, Simard, Piette, Bégin, & Holley, 2000; Ozdemir & 
Floros, 2003).  
Concerning protein/lipid blending, few authors presented a work on caseinate and lipid or 
wax addition where films were exclusively prepared by wet casting (Aliheidari, Fazaeli, 
Ahmadi, Ghasemlou, & Emam-Djomeh, 2013; Avena-Bustillos & Krochta, 1993; Chick & Hernandez, 
2002; Fabra, Talens, & Chiralt, 2008; Jiménez, Fabra, Talens, & Chiralt, 2013). To the best of our 
knowledge, incorporation of wax by an extrusion process was only reported by 
Janjarasskul et al. and Rauch with whey protein isolates as matrix of the material 
(Janjarasskul et al., 2014; Rauch, D. J., 2008). They proved that wax powder could be 
incorporated in the dry blend powder up to 8.1% and that extruder operating conditions 
were affecting films properties.  
Casein used in this study are not common in literature indeed, rennet casein is less studied 
than caseinate because of its insolubility in water without any other treatment and the 
poor dispersibility observed when solvent casting solution are prepared. Aim of this work, 
first of all, is to assess the potential of extrusion process on polymeric blend material made 
of rennet casein and different waxes (beeswax, candelilla wax and carnauba wax). Then, 
characteristics of sheets produced have been evaluated to determine the extent of 
modifications occurring by wax addition and particularly concerning water sensibility of 
sheets. Three different waxes were chosen in this work to have a comparative study of the 
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effect of wax origin and physicochemical characteristics on the formulation and process. 
Finally, active edible sheet based on casein/wax have been studied regarding potential 
carrier of potassium sorbate as antimicrobial agent and antimicrobial properties have 
been assessed.  
IV-203 
 
IV.6 Material and methods 
IV.6.1 Materials/Chemicals 
Rennet casein native powder was purchased from Eurial Ingredients (Nantes, 
France). Different waxes (beeswax, candelilla wax or carnauba wax) were purchase from 
Aroma-Zone (Cabrières d’Avignon, France). Glycerol and potassium sorbate were obtained 
from Sigma Aldrich (St Louis, MO, USA).  
IV.6.2 Casein sheet preparation 
Casein sheets were prepared through a dry process with a co-rotating twin screw 
extruder as previously described by Colak et al. with modifications (Colak et al., 2015). A 
blend of rennet casein powder, wax powder and potassium sorbate (depending on the 
formulation, listed in Table IV-1) was introduced into the first zone of the extruder. Glycerol 
(13.2% w/w of protein powders) and an aqueous solution of acetic acid at 5° were added 
into the second zone to facilitate processability through amphiphilic property of acetic acid. 
Temperature from hopper to tie (5 cm width and 1 mm thickness) ranged from 10°C to 
75°C. Sheets thickness is about 500 µm +/- 50 µm depending on formulation (determined 
with a digital micrometer). Residence time in twin screw extruder with a flow powder rate 
of 2 kg/h and screw speed at 170 rpm was determined between 2 and 6 min. Prepared 
sheets were stored in plastic bags in cold room (4°C) until further experiments. All sheets 
specimens were conditioned 48 h in a climate room at 50% relative humidity (RH) and 
23°C before testing. 
Materials obtained differ by wax origin (beeswax, candelilla wax or carnauba wax) and 
concentration (0%, 1% or 5% w/w of casein) and potassium sorbate concentration (0%, 2% 
or 10% w/w of casein). 
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Table IV-1 : Formulations of extruded sheets studied in this work and their abbreviations. 
Abbreviations Formulations (ingredients concentration expressed as percentage w/w of casein) 
KS 0 
Without wax 
Rennet casein 13.2 % glycerol 
  
BW1  Beeswax (BW) 1% 
CW1  Candelilla wax (CW) 1% 
CaW1  Carnauba wax (CaW)1% 
KS 2 
Without wax 
Rennet casein 13.2 % glycerol 
Potassium sorbate (KS)  
2%  
 
BW1 Beeswax 1% 
BW5 Beeswax 5% 
CW1 Candelilla wax 1% 
CW5* Candelilla wax 5% 
CaW1 Carnauba wax 1% 
CaW5 Carnauba wax 5% 
KS 10 
Without wax 
Rennet casein 13.2 % glycerol 
Potassium sorbate  
10%  
 
BW1 Beeswax 1% 
CW1 Candelilla wax 1% 
CaW1 Carnauba wax 1% 
CW5* / KS2 :  High concentration (5%) of candelilla wax did not produce a coherent and homogenous matrix 
through extrusion technic 
 
IV.6.3 Visual and morphological characterization 
IV.6.3.1 Color 
Color of sheets was determined with a colorimeter (Minolta chromameter CR-200) 
using the CIELAB color parameters. L, a, and b values were averaged from 9 readings 
across for each sample on a on black background: a = -1.62 ± 0.03; b = -1.47 ± 0.02; L = 
30.10 ± 0.05. The total color difference (ΔE) was calculated according to the following 
equation: 
∆𝐸 = √(∆𝐿∗)2 + (∆𝑎∗)2 + (∆𝑏∗)2 
Where ΔL*, Δa* and Δb* are the differentials between a sample color parameter and the 
color parameters of formulation without wax and without potassium sorbate used as 
standard. Parameters of this standard material are the followings (on black background): 
a* = -1.60 ± 0.05; b* = -1.34 ± 0.02; L* = 40.68 ± 0.54. 
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IV.6.3.2 Scanning electron microscopy (SEM) 
Microstructure of cryofracturated sheets were examined by Scanning Electron 
Microscopy (SEM) (Hitachi TM3030, Hitachi High-Technologies Corporation, Tokyo, 
Japan). 
The cryofractured sheets were mounted on aluminium stubs using double sided carbon 
adhesive tape. 15 kV of accelerating voltage was used to test all samples. Pictures were 
analysed by ImageJ software to determined porosity as percentage of area covered by 
pores and pores size. 
 
IV.6.4 Mechanical properties 
Tensile specimens were cut as L=20 mm, b1=4.5 mm, b2=8.5 mm, where L is the 
distance between shoulders, b1 is width of part between shoulders and b2 is width of grip 
section. Samples thickness was approximately 500 ± 50 µm (determined with a digital 
micrometer). Test specimens were conditioned at 50% RH and 80% RH at 30°C during one 
week before tensile test. Five specimens were tested per each composition. Testing was 
conducted on a Shimadzu Autograph AGS-X test machine (Shimadzu Corporation, Tokyo, 
Japan) fitted with a calibrated 500 N load cell and a cross-head speed of 5 mm/min. 
Ultimate tensile strength (TS) and elongation at break (EB) were obtained and the mean 
for each sample was plot on a graph.  
 
IV.6.5 Water sensibility properties 
IV.6.5.1 Moisture content (MC) 
The moisture content was determined by Karl Fisher method. Small discs of 4mm 
diameter were cut and placed at 50% RH, 23°C for 48 h.  Discs were weighed and then 
heated up to 110°C. Moisture content was determined by using a 899 Karl Fisher 
coulometer (Metrohm, Herisau, Switzerland). Moisture content was considered for 
theoretical total soluble matter calculation with glycerol content and potassium sorbate 
content. 
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IV.6.5.2 Total soluble matter (TSM) and Swelling index (SW) 
For all tests, 1.5 cm diameter discs of sheet samples were cut and conditioned at 
50% RH, 23°C in a climate room for 48 h and weighed (m1). Conditioned samples were 
then dried in a ventilated oven at 60°C during 24 h. Dried samples were soaked in distilled 
water containing 0.02% sodium azide (to avoid growth of microorganisms) during 24 h 
under oscillating agitation and weight of insoluble remaining part of the samples was read 
after a quick drying on absorbent paper (m2). Wet samples were dried again in a ventilated 
oven at 60°C during 24 h. Finally, dried samples were placed in the climate room at 50% 
RH at 23°C and weighed after 48 h (m3). 
With weights determined for six replicates per sample, total soluble matter and swelling 
index were determined according to the following equations: 
𝑇𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑠𝑜𝑙𝑢𝑏𝑙𝑒 𝑚𝑎𝑡𝑡𝑒𝑟 (%) = (100 −
𝑚3
𝑚1
) ∗ 100 
𝑆𝑤𝑒𝑙𝑙𝑖𝑛𝑔 𝑖𝑛𝑑𝑒𝑥 (%) =  
𝑚2 −𝑚3
𝑚3
∗ 100 
IV.6.5.3 Water vapor permeability (WVP) 
The gravimetric modified cup method based on ASTM E96/E96M was used with 
modifications to determine the WVP of edible sheets. Sheets were cut into circles (65 mm 
in diameter) and a digital micrometer was used to measure their thickness at three 
random spots, which were then averaged (noted δ). 
Sheet samples were sealed (with sealant) on the top of cups containing saturated solution 
of NaCl (75% RH) and placed in a climate room at 50% RH and 23°C. Weight 
measurements were taken at regular time intervals (about 4h) over 3 days and the weight 
variations were plotted as a function of time. Measurements were performed in triplicate. 
Linear regression was used to determine the water vapor transmission rate (WVTR), 
which is the slope/ sheet area. The WVP was calculated by the following relationship. 
𝑊𝑉𝑃 (𝑔. 𝑃𝑎−1. 𝑠−1.𝑚−1) =  
𝑊𝑉𝑇𝑅 . 𝛿
𝑆(𝑅1 − 𝑅2)
 
Where, S is the saturated vapour pressure and R1 and R2 are the inside and outside cup 
relative humidity. 
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IV.6.6 Potassium sorbate release in water analysed by HPLC 
Water was chosen as an aqueous food stimulant to study potassium sorbate release 
kinetic from material. Sheet discs of 1.5 cm diameter were cut and conditioned 48 h at 50% 
RH and 23°C before being weighed. The discs were placed in tubes containing 10 mL of 
deionized water and 0.02% sodium azide (to avoid microbial growth during experiment). 
Tubes were placed at 15°C under light oscillating agitation during 24h. Experiment was 
carried out in duplicate. After 24 h water samples were taken from each tube to be 
analysed by HPLC. Potassium sorbate release analyses were carried out in a high-
performance liquid chromatograph (Schimadzu, Kyoto, Japan). A Varian MetaCarb 87H 
column (dimensions: 300 * 7.8 mm²) (Agilent Technologies, Santa Clara, France) was used 
with sulfuric acid at 0.04N (isocratic elution) as mobile phase. The flow rate was 0.6 
mL/min.  Other HPLC parameters are an injection volume of 50 µL of collected samples 
(placed in autosampler cooled at 4°C during analysis) and a column oven temperature of 
65°C. Potassium sorbate was followed by a diiode array detector at 260 nm. 
IV.6.7 Antimicrobial activity  
To evaluate the capacity of retention or release of potassium sorbate from rennet 
casein/wax blend and its antimicrobial capacity, agar disc diffusion method was used. 
Discs of 1.5 cm diameter were cut from material extruded strip.  
TSA (tryptic soy agar) plates were inoculated in surface with Escherichia coli ATCC10536 
105 CFU.mL-1. Material was then disposed on the middle of Petri dishes. Inoculated plates 
containing material to test were placed in humid chamber conditions during period of the 
experiment. Plates were placed for 2 hours at 4°C (to allow diffusion of potassium sorbate 
without strain growth) before incubation at 15°C. 
Scans of Petri dishes after 6 days and 20 days of incubation were analysed using software 
ImageJ to determine inhibition diameter for each material. This assay was performed 2 
times in triplicate for each material. 
IV.6.8 Statistical analyses 
Data were analysed with XLSTAT software (Addinsoft, v19.02). Fisher’s test was used to 
compare the statistical difference of compositions within the different experiments 
through one-way ANOVA (p < 0.05). 
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IV.7 Results and discussion 
Coherent sheets were extruded with waxes and antimicrobial agent studied 
(potassium sorbate). No macroscopic change of sheets was observed except for formulation 
with 5% of candelilla wax. Extrusion of this blend was difficult, candelilla wax was not 
completely incorporated in the matrix, and final sheet was not homogenous and smooth 
compared to other formulations. Therefore, high concentration (5%) of candelilla wax 
formulation was not studied further in this work.  
IV.7.1 Visual and morphological characterization 
IV.7.1.1 Color 
Edible sheets of this study are aimed for food applications and the transparency is 
an important factor to consider. This attribute is essential for consumer acceptability. In 
the case of wax addition, color change and especially opacity change should be avoided.  
Lab color values of different sheets based on casein and glycerol were obtained to observe 
influence of wax addition and potassium sorbate addition. Standard chosen is the 
formulation without wax and without potassium sorbate presented in Figure IV-3.  
 
Figure IV-3 : Picture of edible sheet based on casein and 13.2% glycerol (without wax and without KS). Color 
parameter values are: a* = -1.60 ± 0.05; b* = -1.34 ± 0.02; L* = 40.68 ± 0.54. 
This sheet is used as standard for the determination of total color difference (ΔE). 
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The standard sheet values are: a* = -1.60 ± 0.05; b* = -1.34 ± 0.02; L* = 40.68 ± 0.54. The 
L* value indicates lightness of sheets and as the L* value increases, the sheets are more 
coloured (measures on black background). Background was proved to influence color 
measurements and Meléndez-Martinez et al. and Stinco et al. proved that black 
background allows the best color discrimination between samples (Meléndez-Martínez, 
Vicario, & Heredia, 2005; Stinco et al., 2012). Standard sheet has L* value a little higher than 
black background indicating a good transparency of sheets as shown in Figure IV-3.  
Table IV-2 : CIELab color values (a*, b* and L*) and total color difference (ΔE) values of casein based sheets 
as function of potassium sorbate concentration and wax type and concentration. 
  a* b* L* ΔE 
KS 0 
Without wax -1.60 ± 0.05c -1.34 ± 0.02c 40.68 ± 0.54ef 
0.42 ± 0.30g 
(Standard used for 
comparison) 
BW1 -1.62 ± 0.02cd -1.57 ± 0.03f 40.79 ± 0.51de 0.54 ± 0.11fg 
CW1 -1.68 ± 0.04cde -1.43 ± 0.07de 40.86 ± 0.53de 0.45 ± 0.32fg 
CaW1 -1.58 ± 0.03c -1.48 ± 0.03e 40.27 ± 0.59f 0.66 ± 0.26efg 
KS 2 
BW1 -1.02 ± 0.35a -1.67 ± 0.07g 40.45 ± 0.69ef 0.96 ± 0.38de 
BW5 -1.40 ± 0.03b -1.69 ± 0.03g 41.84 ± 0.76c 1.28 ± 0.66cd 
CW1 -1.71 ± 0.04def -1.18 ± 0.04a 41.25 ± 0.74d 0.77 ± 0.55ef 
CaW1 -1.61 ± 0.04c -1.39 ± 0.04cd 40.21 ± 0.28f 0.48 ± 0.28fg 
CaW5 -1.63 ± 0.03cd -1.25 ± 0.04b 39.21 ± 0.27g 1.47 ± 0.27c 
KS 10 
BW1 -1.78 ± 0.04ef -2.83 ± 0.06h 42.88 ± 0.21b 2.67 ± 0.20b 
CW1 -1.91 ± 0.04g -2.98 ± 0.13i 43.69 ± 0.21a 3.45 ± 0.15a 
CaW1 -1.80 ± 0.07f -2.96 ± 0.10i 42.98 ± 0.57b 2.84 ± 0.51b 
Data is presented as mean ± standard error and means with different superscript alphabets in the column are 
significantly different (p < 0.05) 
The highest L*, a* and b* values were exhibited by formulations containing 10% of 
potassium sorbate (Table IV-2). The total color difference (ΔE) provide a good mean of sheet 
comparison since all color parameters are involved. ΔE is higher as potassium sorbate 
increases. Increased opacity due to KS has already been reported by Kowalczyk et al. for 
carboxymethyl cellulose, gelatine or oxidized potato starch films (Kowalczyk et al., 2015). The 
change in opacity could be explained by solid state of KS particles that may cause 
heterogeneity in sheets that decrease the light transmission.  
Concerning yellowish color it could be attributed to oxidative degradation of KS by 
cleavage of the double bonds and leading to aldehydes and ketones which may cause also 
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off-flavours (Chowdhury, 2013, 6592880, 2003, 6495718, 2002). Polymerization products of 
aldehydes can react with amino groups and lead to Maillard products that are responsible 
for color changes, especially yellowish color. Sheet protein matrix might have under gone 
interactions with KS that could induce yellow color (Ofman, Campos, & Gerschenson, 2004; 
Valencia-Chamorro, Palou, del Río, & Pérez-Gago, 2008). 
The presence of 1% of wax without KS doesn’t affect sheet color (P<0.05). Even with 
increased wax concentration sheets colors are not significantly affected (ΔE comprised 
between 0.77 and 1.28) except for carnauba wax at 5% that got ΔE of 1.47, which is still a 
slightly perceptible change. Several studies have reported a significant increase of total 
color difference with wax addition in edible films compositions, therefore it could be 
supposed that the stable color with wax could be attributed to extrusion process compared 
to other authors that used emulsion solvent casting (Muscat, Adhikari, McKnight, Guo, & 
Adhikari, 2013; Rodrigues et al., 2014). This result concerning wax incorporation in sheets 
allowing a better color stability of edible sheet is very interesting for industrial food 
applications. Overall the total color difference of all sheets is under 6 and difference from 
the reference without wax and KS is only perceptible through very close observations.  
IV.7.1.2 Scanning electron microscopy (SEM) 
In the present study impact of KS and wax addition on material morphology was 
evaluated by SEM observations. Freeze-fractured cross section showed presence of waxes 
and the typical dispersion in extruded materials (Figure IV-4).  
 
Figure IV-4 : SEM micrographs of sheets cross-section with 2% KS and no wax (A), 5% beeswax (B), 5% 
carnauba wax (C), illustrating pore types. 
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Indeed, through analysis of SEM pictures presented in Table IV-3 morphology observed 
could be correlated to wax particle dispersion since area observed on SEM cross-section 
(dark phase on pictures) is corresponding to the percentage of wax addition in the protein 
matrix. Regardless type of wax incorporated, when 1% of wax is added, around 1% of area 
is observed as a phase dispersion in the protein matrix in SEM observations; similarly, for 
5% wax incorporation, around 5% of area observed correspond to a phase dispersion. Area 
analysis corresponds to wax particles dispersion in the protein matrix and this observation 
proves that waxes were homogeneously dispersed in sheets during extrusion process. 
Phase dispersion was previously observed on extruded sheets based on whey protein 
isolate and candelilla wax produce by Janjarasskul et al. (Janjarasskul et al., 2014).  
Table IV-3 : SEM cross-sectional analysis (n=10) of sheets morphology by evaluation of area covered by 
dispersed wax particle (%) and dispersed wax particle size (mm²). 
  
Area covered by 
dispersed wax 
particle (%) 
Dispersed wax particle 
size  
(in mm²) 
KS 0 
Without wax 0.4 ± 0.2f 0.12 ± 0.04c 
BW1 1.2 ± 0.3cde 0.21 ± 0.04c 
CW1 0.9 ± 0.3def 0.15 ± 0.03c 
CaW1 1.3 ± 0.5cd 0.27 ± 0.11c 
KS 2 
Without wax 0.3 ± 0.1f 0.13 ± 0.03c 
BW1 1.4 ± 0.2cd 0.22 ± 0.04c 
BW5 6.2 ± 2.2a 1.46 ± 0.89a 
CW1 1.1 ± 0.3de 0.17 ± 0.03c 
CaW1 0.8 ± 0.5def 0.14 ± 0.04c 
CaW5 5.4 ± 1.6b 0.45 ± 0.13b 
KS 10 
Without wax 0.7 ± 0.3ef 0.21 ± 0.09c 
BW1 1.8 ± 0.7c 0.27 ± 0.08c 
CW1 1.2 ± 0.4de 0.18 ± 0.04c 
CaW1 1.0 ± 0.3def 0.19 ± 0.04c 
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Wax addition at 1% is affecting sheet morphology properties and 5% wax addition 
(beeswax and carnauba wax) has a significant effect on sheet morphology. SEM pictures 
from these particular formulations with 5% wax are illustrated in Figure IV-4.  
The shape and size of wax particles, especially obvious at high wax concentration, depend 
on wax origin (Figure IV-4). Indeed, shape factors observed for 5% wax addition are 
significantly depending on type of wax incorporated. 
Beeswax seems to bring long and tight particles shape (Figure IV-4, B) since carnauba wax 
particles are smaller but numerous of them are present (Figure IV-4, C). Particles shape 
might be due to melting temperature and hardness properties of waxes since these 
parameters could influence differently blend softening inside the extruder. Melting 
temperature is lower for beeswax (62-65°C) than for carnauba wax (83-86°C). Since 
extrusion process temperature is under 75°C, beeswax particles will have less viscosity 
and particles will flow and formed elongated particles in the matrix. The different wax 
particles shapes can significantly affect barrier properties by influencing material 
tortuosity. 
IV.7.2 Mechanical properties 
Waxes have shown to modify material morphology and wax particles shape in the 
protein matrix is depending on wax origin which could impact sheet mechanical 
properties. Mechanical properties of sheets containing waxes and KS are presented in 
Figure IV-5 expressed as Young modulus (Figure IV-5, A) or as Ultimate tensile strength as 
function of Elongation at break (Figure IV-5, B). Two conditioning conditions (50% RH and 
80% RH) were studied to see influence of wax addition on mechanical properties of casein 
hydrophilic matrix under two humidity conditions. 
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Figure IV-5 : Mechanical properties of the different extruded casein based sheets conditioned at 50% relative 
humidity (RH) or 80% RH and 30°C (n=5), represented as tensile strength as function of elongation at break. 
WW: Without wax, BW: Beeswax, CW: Candelilla wax, CaW: Carnauba wax and KS: potassium sorbate. 
IV.7.2.1 Effect of moisture content 
Relative humidity conditioning affects greatly material even with wax addition. 
Water molecules are commonly used as plasticizer for hydrocolloids edible films 
production. Figure IV-5 reveals that water affect significantly casein extruded sheets 
mechanical properties since Young modulus (YM) and ultimate tensile strength (TS) are 
decreased by 5-10 times with 80% RH conditioning. Similarly, elongation at break (EB) 
increases by 2-9 times with higher sample relative humidity conditioning. Moisture acts 
as plasticizer and decreases intermolecular interactions and by this way increase free 
volume and finally decrease mechanical resistance (Sobral, Menegalli, Hubinger, & Roques, 
2001). 
  
WW KS0
WW KS0
WW KS2
WW KS2
WW KS10
WW KS10
BW1 KS0
BW1 KS0
BW1 KS2
BW1 KS2
BW1 KS10
BW1 KS10
BW5 KS2
BW5 KS2
CW1 KS0
CW1 KS0
CW1 KS2
CW1 KS2
CW1 KS10
CW1 KS10
CaW1 KS0
CaW1 KS0
CaW1 KS2
CaW1 KS2
CaW1 KS10
CaW1 KS10
CaW5 KS2
CaW5 KS2
0
5
10
15
20
25
30
35
40
45
0 20 40 60 80 100 120 140 160
U
lt
im
a
te
te
n
si
le
st
re
n
gt
h
(M
p
a
)
Elongation at break (%)
50 % RH, 30°C
80 % RH, 30°C
0
20
40
60
80
100
120
0
100
200
300
400
500
600
700
800
Without
wax
BW1 CW1 CaW1 Without
wax
BW1 BW5 CW1 CaW1 CaW5 Without
wax
BW1 CW1 CaW1
KS 0 KS 2 KS 10
Yo
u
n
g 
m
o
du
lu
s
(8
0%
 R
H
, 3
0
°C
) 
(M
P
a
)
Yo
u
n
g 
m
o
du
lu
s
(5
0%
 R
H
, 3
0
°C
) 
(M
P
a
)
50% RH, 30°C 80% RH, 30°C
A
B
IV-214 
 
IV.7.2.2 Effect of potassium sorbate  
KS incorporation is modifying significantly mechanical properties of sheets. When 
KS concentration increased, YM and TS are decreasing and EB is increasing. This result 
is in keeping with other researches, where it has been suggested that KS act as a 
plasticizer (Famá, Rojas, Goyanes, & Gerschenson, 2005; Kowalczyk et al., 2015; Shen, Wu, Chen, & 
Zhao, 2010). Indeed, several authors have observed a plasticizing effect of KS in 
biopolymers and Türe et al. proved that glass transition temperature was decreasing when 
concentration of KS is higher in wheat gluten films (Türe, Gällstedt, & Hedenqvist, 2012). As 
plasticizing agent, potassium sorbate can modify the polymer network by disrupting and 
decreasing polymer interchain, increasing free volume and lowering the glass transition 
temperature. 
IV.7.2.3 Effect of waxes 
Wax incorporation at 5% appears to reduce EB especially at 80% RH. Carnauba 
wax incorporated at high concentration (5%) affects significantly mechanical properties 
and particularly YM and EB. Incorporation of 5 times more carnauba wax led to an 
increase of YM up to 35% (50% RH) and a decrease of EB up to 15% (80% RH). Waxes are 
hydrophobic substances that are brittle therefore at high concentration in the matrix it 
can affect sheet properties and especially by preventing good water binding. Similar 
results were found by Janjarasskul et al. for extruded sheets containing between 5.3 and 
8.1% (w/w of whey protein) of candelilla wax (Janjarasskul et al., 2014). However, beeswax at 
1% had generally greater EB and lower TS than candelilla wax, carnauba wax and sheet 
without wax. Talens and Krochta already reported more stretchable and flexible films 
through use of beeswax compared to carnauba wax with whey protein isolate matrix (Talens 
& Krochta, 2005).  
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Table IV-4 : Effect of potassium sorbate (KS) and waxes (beeswax-BW; candelilla wax-CW and carnauba wax-CaW) concentration on moisture content (MC), total soluble 
matter (TSM), potential soluble matter not released from sheet and swelling degree (SW) of extruded casein based sheets. 
  
WVP  
(1012 . g.m/Pa.s.m² ) 
Moisture content 
MC  
(% g/g dry basis) 
Theoretical total soluble 
matter TSM (%) 
(= moisture content + glycerol 
content (13,2%) + KS content)  
Measured total 
soluble matter 
TSM 
(%) 
Potential soluble 
matter not release 
from material  
(%) 
Swelling index 
SW 
(%) 
KS 0 
Without wax 6.89 ± 1.11def 7.54 ± 1.19a 20.7 19.1 ± 0.4bcd 8.0 148.8 ± 3.0b 
BW1 5.51 ± 0.63gh 7.26 ± 0.01a 20.5 17.1 ± 1.7ef 16.7 159.6 ± 6.5b 
CW1 6.66 ± 0.45ef 6.20 ± 0.22bcd 19.4 17.3 ± 1.4def 10.9 124.6 ± 8.7cd 
CaW1 6.18 ± 0.96fgh 5.99 ± 0.04bcd 19.2 16.7 ± 1.1f 12.8 116.1 ± 5.9d 
KS 2 
Without wax 6.56 ± 0.97efg 6.80 ± 0.54ab 22.0 18.6 ± 1.7cde 15.4 131.2 ± 7.6c 
BW1 5.25 ± 0.26h 7.29 ± 1.10a 22.5 19.1 ± 1.7bc 14.9 149.7 ± 6.9b 
BW5 4.90 ± 0.33h 5.94 ± 0.23bcd 21.1 18.9 ± 1.7bcde 10.8 151.7 ± 6.1b 
CW1 7.52 ± 1.06cde 6.33 ± 0.05bcd 21.5 18.9 ± 1.1def 12.3 126.3 ± 9.0cd 
CaW1 7.35 ± 1.51cdef 6.54 ± 0.18bcd 21.7 18.4 ± 1.3cdef 15.2 98.5 ± 5.8e 
CaW5 6.01 ± 0.70fgh 5.87 ± 0.31cd 21.1 18.2 ± 1.2cdef 13.5 100.6 ± 8.6e 
KS 10 
Without wax 9.2 ± 0.90ab 5.77 ± 0.69cd 29.0 23.8 ± 1.8a 17.9 157.8 ± 3.6b 
BW1 8.03 ± 0.72bcd 6.20 ± 0.23bcd 29.4 23.5 ± 1.6a 20.0 172.0 ± 11.4a 
CW1 9.59 ± 1.41a 6.79 ± 0.09ab 30.0 20.6 ± 1.4b 31.2 125.6 ± 6.0cd 
CaW1 8.61 ± 0.26abc 6.65 ± 0.21abc 29.8 23.1 ± 1.7a 22.7 149.1 ± 4.9b 
Data is presented as mean ± standard error and means with different superscript alphabets in the column are significantly different (p < 0.05) 
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These authors have suggested that significant amounts of free fatty acids were responsible 
of viscous property of beeswax and that esters of hydroxylated fatty acids (12 carbon 
atoms) contribute to carnauba wax hardness. Carnauba wax shown less elongated 
particles shape on SEM pictures (Figure IV-4) that could also explain higher TS and lower 
EB of this wax. Beeswax seems to have a greater plasticizing effect that could be attributed 
to the lower melting temperature 62-65°C) and hardness of beeswax (Shellhammer & Krochta, 
1997). Beeswax is also the wax type among the 3 that exhibited higher moisture content 
(see Table IV-4) and water, as previously described, is an important plasticizer for 
biopolymers, which might explain its particular mechanical properties. Nevertheless, 
casein/wax blend extruded sheet with similar TS and EB values to casein based sheets 
can be made. Without considering potassium sorbate (KS), TS of formulations without wax 
and with 1% waxes varied from 32.8 to 37.1 and from 5.4 to 7.8 for 50% RH and 80% RH 
respectively. Just as TS, EB is similar at 0% KS for all formulations from 9.9 to 12.5 for 
50% RH for example. This result proved that extrusion process allowed a compact and 
continuous sheet formation for casein/1% wax blends. Haq et al. have produced gum 
cordia/beeswax sheet by solvent casting process and encounter a decrease in TS and EB 
due to poor incorporation of beeswax (Haq, Hasnain, Jafri, Akbar, & Khan, 2016). Janjarasskul 
et al. compared different processes among solution casting and extrusion to produce whey 
protein/candelilla wax sheets and found that tensile properties are in general better for 
extruded sheets than solution-cast sheets except at wax concentration above 5.3% (w/w 
protein) (Janjarasskul et al., 2014). As in the previously described work, 5% of candelilla wax 
seems to be a limit of incorporation to get homogenous and coherent material but not for 
carnauba wax and even less for beeswax incorporation. 
  
Depending on concentration of KS, wax origin and concentration and relative humidity 
environment, a wide range of mechanical properties are available and this is a useful to 
predict potential applications. 
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IV.7.3 Water sensitive properties (WWP, MC, TSM, SW) 
Protein based material are highly water sensitive and poor water barriers. Water 
resistance properties are of great interest for fresh food or other food containing moisture 
to prevent them from drying out. Table IV-4 shows the water sensibility and affinity of the 
different casein based sheets depending on KS and wax addition. 
IV.7.3.1 Effect of potassium sorbate  
Sorbate addition affects significantly and negatively WVP since 10% of KS 
increased WVP by 33% compared to material without KS. This result is similar to other 
studies where barrier properties decreased as potassium sorbate concentration increased 
(Chowdhury, 2013; Kowalczyk et al., 2015; Kristo, Koutsoumanis, & Biliaderis, 2008; Pranoto, Rakshit, 
& Salokhe, 2005; Shen et al., 2010; Türe et al., 2012). As previously described, KS seems to act 
as plasticizer and increases chain mobility and free volume which cause an increase in 
water permeability (Pranoto et al., 2005). Effect of high KS concentration indicates 
modification of sheet structure that impact directly water permeation. KS is a hygroscopic 
substance that can link water molecules but this explanation was not considered in this 
study since moisture content of sheets containing more KS is not increasing. However, 
higher KS concentration formulation seems to link less water molecules, which could 
imply interactions between casein network and KS. TSM tends to confirm this trend with 
8%, 15.4% and 17.9% of soluble matter (probably KS) not release from material at 0%, 2% 
and 10% of KS concentration respectively. Casein based material containing KS 
concentration seems to be easily penetrated by water but water molecules are not 
particularly linked to the network. However, sorbate presence at only 2% did not affect 
WVP. Cagri et al. reported similar result for protein sheets containing 0.5% and 0.75% of 
sorbic acid (Cagri, Ustunol, & Ryser, 2001). 
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IV.7.3.2 Effect of waxes 
Lipid addition to hydrophilic sheets is aimed to improved water barrier. In this 
work, wax origin was found to affect wax efficiency to reduce WVP. Formulations at 2% of 
KS allow comparison between beeswax, candelilla wax and carnauba wax at 1% and 5%. 
Similar results (with 1% of waxes) are observed for 0% and 10% of KS. Generally, beeswax 
is the most efficient wax which decreases WVP by 20% in this work. Difference between 
waxes water barrier efficiency could probably be attributed to the shape factors observed 
in SEM pictures for dispersed wax particles in the protein matrix. Beeswax elongated 
particles could act as factors affecting the tortuous pathways for water molecules and 
allow increased water vapor barrier. Beeswax particles are elongated in shape and 
uniformly dispersed in the protein matrix and could increase the tortuous migration path 
length of water molecules diffusing through the material, improving water vapor barrier. 
Several studies have reported the good moisture barrier of beeswax (often compared to 
other lipid substances) in association with wheat gluten, whey protein and cellulose for 
example (Avena-Bustillos & Krochta, 1993; Fennema, Donhowe, & Kester, 1994; Gontard, Duchez, 
Cuq, & Guilbert, 1994; Kester & Fennema, 1989; Shellhammer & Krochta, 1997). Haq et al. already 
reported decrease of WVP due to wax addition at 5 to 20% (w/w) (Haq et al., 2016). WVP 
decrease described by these authors was much higher than in this work due to wax 
concentration but WVP measurements are also highly dependent on applied pressure 
difference (25% RH difference in this work and between 58 and 90% RH difference in Haq 
et al. study). Carnauba wax decreases WVP only by 8% and this at high concentration (5%) 
compared to beeswax that decrease significantly WVP even at 1% of concentration. Shih 
et al. also reported no significant decrease in WVP values under 50% of rice wax w/w 
pullulan, which is a wax similar in composition with carnauba wax (Shih, Daigle, & 
Champagne, 2011). Besides, various parameters are affecting WVP of extruded material and 
can explain poor water barrier even with wax addition, as extruder configurations, screw 
speed, feed rate and operating conditions (Rauch, D. J., 2008). 
Wax addition is affecting moisture content only at 5% concentration by lowering water 
uptake. The soluble fraction however seems to be significantly affected by wax (except for 
formulations at 2% KS). Potential soluble matter that is not released from sheets increases 
with wax. Concerning swelling degree, candelilla and carnauba wax were more efficient 
to reduce swelling. Beeswax unlike other waxes increased the swelling degree of 7 to 15% 
depending on sorbate concentration. This result with lower WVP of beeswax containing 
sheet might imply that this formulation is a better moisture barrier because passing 
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aqueous vapor is immobilized inside the network and make it swell instead of passing 
through due to the more tortuous path length for water molecules (Kowalczyk et al., 2015).  
IV.7.4 Potassium sorbate release in water analysed by HPLC 
Waxes were introduced into sheets formulation to increase hydrophobicity of the 
material and modify swelling induced release of active compound (KS). Total release after 
24h is presented in Table IV-5. Waxes added to casein matrix is reducing the amount of total 
KS released. Ozdemir et al. found that wax increased films tortuosity and this may explain 
lower release amount observed in presence of waxes (Ozdemir & Floros, 2003). Sheets 
containing waxes appeared to retain KS better than control sheets, which was assumed 
also with total soluble matter estimated to remains in the matrix (in Table IV-4). 
Table IV-5 : Potassium sorbate release from casein/wax sheets expressed as total KS release amount after 24 h 
immersion in water at 15°C. 
  
Total potassium sorbate amount 
release after 24h (mg) 
KS 2 
Without wax 17.7 ± 0.1ab 
BW1 16.7 ± 5.1ab 
BW5 14.4 ± 0.2b 
CW1 15.7 ± 0.1b 
CaW1 15.7 ± 0.1ab 
CaW5 17.1 ± 0.4ab 
KS 10 
Without wax 86.1 ± 0.8a 
BW1 76.6 ± 4.8b 
CW1 47.3 ± 1.7c 
CaW1 83.3 ± 0.8ab 
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IV.7.5 Antimicrobial activity of sheets 
The antimicrobial activity of different biopolymeric blends as function of wax and 
KS concentration against Escherichia coli ATCC 10536 at 15°C were assayed by the disc 
diffusion method and is presented in Figure IV-6 and Figure IV-7.  
 
Figure IV-6 : Inhibition zone diameters of sheets with 0, 2 or 10% KS and different waxes (Beeswax, candelilla 
wax or Carnauba wax) against Escherichia coli ATCC10536 after 6 days of incubation at 15°C. 
Control sheet without wax and sorbate showed inhibitory effect due to the presence of 
acetic acid added at 2.3% w/w casein to help sheet processability as amphiphilic substance. 
E. coli strain is sensitive to organic acid at 15°C and inhibition diameters are between 20 
and 60 mm for all formulations. All formulations containing organic acids (acetic acid and 
potassium sorbate) revealed an antimicrobial effect, which demonstrated that organic 
acids remained chemically active in the sheet after extrusion process and thermo-
mechanical treatment applied. Furthermore, sheets containing 2% and 10% of KS are 5 to 
10 times less concentrated than the MIC determined at 5 g/L (data not shown at 15°C of 
incubation temperature). Even at low concentration, casein based sheets as carrier of KS 
seems to efficiently inhibit growth of E. coli after 6 days at 15°C. Other studies reported 
higher amount of KS to inhibit E. coli strains as Shen et al. where 15% of KS was necessary 
in potato starch sheets or Pranoto et al. where 20% KS in chitosan sheets was not sufficient 
to inhibit E. coli (at 30°C and 37°C for 24 h of incubation respectively) (Pranoto et al., 2005; 
Shen et al., 2010). As expected, inhibition zone diameter increased when KS concentration 
increased. However, inhibition zone diameters didn’t increase linearly according to KS 
content. Sheets with 10% KS didn’t get inhibition diameter 5 times larger than 2% KS 
sheets. According to Pranoto et al. that made similar observation, lack of inhibition 
improvement with higher KS content could be due to chemical interactions between 
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protein amino groups and carboxyl groups of KS, decreasing sorbate release into the 
medium (Pranoto et al., 2005).  
Potential soluble matter not released (Table IV-4) and total amount release of KS (Table IV-5) 
described above support this hypothesis, where KS remains immobilized in the casein 
matrix, since part of KS is not released in water and especially for 10% KS sheets. 
Interactions between casein an KS could also be evidenced by change observed in sheet 
mechanical properties. Diffusivity of KS was proved by Ozdemir et al. to decrease with 
higher protein or beeswax content, which shows the importance of interactions that could 
happen between KS and matrix (casein and waxes in this study) for antimicrobial 
efficiency comprehension (Ozdemir & Floros, 2003).  
Waxes added to formulations allow at least similar or better antimicrobial response. 
Without KS, waxes revealed an increased inhibition diameter that could be due to 
antimicrobial properties of waxes. According to several authors, beeswax particularly and 
other waxes as citrus wax and jojoba liquid wax revealed antimicrobial properties against 
Gram+ and Gram- bacteria (Fratini, Cilia, Turchi, & Felicioli, 2016; Guirguis, Abd Elkader, & Nasrat, 
2013; Johann et al., 2007; Kacániová et al., 2012). Unfortunately, few studies have been made 
on candelilla and carnauba wax as antimicrobial agent to compare results of this work.  
In combination with KS, waxes didn’t modify inhibition of E. coli except for beeswax with 
2% KS. Beeswax containing materials have the highest rate of swelling among other wax 
materials and might improve potassium sorbate release over time. Arcan et al. showed a 
relationship between melting point of waxes and release rate of lysozyme from zein/wax 
materials, where low melting point wax allowed greater release rate of lysozyme (Arcan & 
Yemenicioğlu, 2013). In the present study, KS is also more efficient on bacteria with low 
melting point waxes (Beeswax<Candelilla<Carnauba). Moreover, sheets with 2% KS and 
beeswax are almost as efficient as sheets with 10% KS, which lead to assumed that KS 
concentration could be reduced thanks to wax incorporation. This result is very interesting 
for food industries where antimicrobial agent reduction is of great interest these last years. 
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Figure IV-7 : Inhibition zone diameters of sheets with 0, 2 or 10% KS and different waxes (Beeswax, candelilla 
wax or Carnauba wax) against Escherichia coli ATCC10536 follow-up after 6 days and 20 days of incubation 
at 15°C. 
Antimicrobial activity was followed until 20 days at 15°C for each sheet (Figure IV-7). 
Carnauba wax on casein based carrier material kept an antimicrobial activity after 20 
days, which was not expected. Potassium sorbate act as a good bacteriostatic agent at 
concentrations tested. Increase in KS concentration allowed a better stability of inhibition 
diameters. Materials containing waxes have lower inhibition diameter than controls. It 
could be assumed than extrusion process allowed efficient mixing and homogenization of 
casein/wax material, which improved wax particle dispersion (as previously described by 
SEM pictures analysis) but didn’t increase hydrophobicity of sheets especially when sheets 
are in contact with aqueous medium for a long period. Besides, waxes were proved to 
immobilize KS and to slow down its release, that might explain the lower inhibition zone 
diameter observed at 20 days of incubation. 
According to data obtained, these sheets could be used as active packaging for potential 
food application to prevent microbial growth and to extend shelf life. 
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IV.8 Conclusion 
This work demonstrates the potential of extrusion process for production of 
protein/wax sheets. Casein is a good matrix for waxes incorporation and a coherent and 
homogeneous material could be produced at 1% of wax addition. A wide range of properties 
(mechanical properties, water barrier and swelling behaviour) can be obtained through 
wax an KS incorporation. Sheets with 5% wax concentration were produced with no color 
difference compare to control sheet, which is interesting for commercial applications. Wax 
origin and concentration modify the sheet structure by increasing the porosity. Potassium 
sorbate at quite low concentration (5-10-fold lower than the MIC) provide a good 
antimicrobial activity against Escherichia coli and remains chemically active after 
thermo-mechanical treatment applied during extrusion. KS used at 10% revealed a 
plasticizer effect on sheets. This study suggest that interactions could occur between 
casein, waxes and KS, which induces water sensitivity properties modification and 
immobilization of KS molecules. KS was proved to be a good bacteriostatic agent that could 
inhibit E. coli at least 20 days. Incorporation of waxes improved KS efficiency at low 
concentration and this might help industrials reducing preservative amount in food or food 
packaging.  
Data presented in this work provide a first attempt to understand interactions between 
protein network, hydrophilic substances and organic acid as preservative for the 
development of active edible packaging. Further studies will be needed to assess the 
extensive potential of wax addition in protein sheet to release antimicrobial agents or any 
other active molecules through industrial process as extrusion process. 
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IV.10 Etude complémentaire 
Pour compléter cette étude, le matériau à base de caséine présure et de différentes 
cires a été testé sur de la flore issue de croûte de Comté de 2 et 6 mois d’âge d’affinage afin 
de mimer la réaction de la flore fromagère sur un temps plus court in vitro. Les codes 
utilisés pour les formulations dans l’article ont été repris dans cette étude avec l’ajout du 
matériel industriel (présenté dans le chapitre III) actuellement déposé sur les fromages 
comme témoin supplémentaire. Des prélèvements de croûtes de Comté issues de la 
fromagerie présentée dans le précédent chapitre ont été effectués. La croûte a ensuite été 
« grattée » en surface (environs 2 cm²) afin de récolter la flore présente. Après dilution, la 
solution de croûte a été diluée puis ensemencée dans des boîtes de Petri contenant le 
milieu CRBM (Cheese Ripening Bacteria Media). Les différents matériaux sont ensuite 
déposés en triplicat sur les boîtes de Petri précédemment ensemencées. Après 7 jours 
d’incubation à 15°C, la charge microbienne contenue dans les boîtes de Petri en présence 
des différents matériaux a été analysée. La charge microbienne est déterminée par 
analyse des images scannées des boîtes de Petri par le logiciel ImageJ en considérant l’aire 
de la boîte recouverte par la flore en pourcentage par rapport à l’aire totale de la boîte.  
 
Figure IV-8 : Charge microbienne développée à partir de prélèvements de croûtes de 2 mois et 6 mois d'affinage 
en fonction de la présence de différentes formulations de matériaux contenant des cires et du sorbate de 
potassium (n=3) 
  
0
2
4
6
8
10
12
14
16
18
0.0
0.5
1.0
1.5
2.0
2.5
3.0
In
d
u
st
ri
a
l 
m
a
te
ri
a
l
W
it
h
o
u
t 
w
a
x
B
W
1
C
W
1
C
a
W
1
W
it
h
o
u
t 
w
a
x
B
W
1
B
W
5
C
W
1
C
a
W
1
C
a
W
5
W
it
h
o
u
t 
w
a
x
B
W
1
C
W
1
C
a
W
1
KS 0 KS 2 KS 10
C
h
a
rg
e
 m
ic
ro
b
ie
n
n
e
 d
é
v
e
lo
p
p
é
e
 à
 p
a
rt
ir
 d
e
 
cr
ô
u
te
 d
e
 C
o
m
té
 6
 m
o
is
 d
'â
g
e
 (
%
)
C
h
a
rg
e
 m
ic
ro
b
ie
n
n
e
 d
é
v
e
lo
p
p
é
e
 à
 p
a
rt
ir
 d
e
 
cr
ô
u
te
 d
e
 C
o
m
té
 2
 m
o
is
 d
'â
g
e
 (
%
)
Croûte 2 mois d'affinage Croûte 6 mois d'affinage
IV-225 
 
La Figure IV-8 présente les résultats d’analyse d’image obtenus après 7 jours d’incubation 
à 15°C. On peut remarquer une tendance du sorbate de potassium à inhiber le 
développement de la flore. Les prélèvements de croûtes sont issus de fromages différents 
et à un stade d’affinage différent impliquant par conséquent une flore particulière dans 
chaque cas, ce qui explique la dissimilarité dans les réponses observées. Le développement 
de la flore de la croûte 6 mois d’âge semble être inhibé par les formulations contenant 10% 
de sorbate de potassium et des cires à raison de 1%. En effet, en présence de cire, les 
formulations à 10% de sorbate permettent de diminuer de moitié la charge microbienne 
observée. On peut supposer qu’à 1% d’incorporation, la cire permet un relargage du 
sorbate suffisant et de manière progressive (en comparaison avec le témoin sans cire), ce 
qui diminue le développement de la flore fromagère.  
Il semblerait également que l’ajout de cires à une concentration plus élevée dans le 
matériau (5%) favorise le développement de microorganismes. Les formulations contenant 
5% de cire d’abeille et 5% de cire de carnauba favorisent la croissance de la flore (charge 2 
à 3 fois plus élevée) que lorsque 1% de cire seulement est ajouté. L’article précédemment 
décrit a montré que les mélanges de polymères contenant 5% de cires ont la particularité 
d’être moins perméables à la vapeur d’eau et d’avoir une teneur en eau plus faible qui 
pourrait induire le développement d’une flore différente induisant un recouvrement du 
milieu plus important. 
Aucun de ces deux effets n’avait été observé sur Escherichia coli. La cire ajoutée avec 10% 
de sorbate ne permettait pas d’améliorer l’inhibition contre E. coli et au contraire, l’ajout 
de 5% de cire en présence de 2% de sorbate renforçait l’inhibition notamment sur 20 jours. 
Il s’agit ici d’une étude préliminaire sur une flore complexe (celle du Comté) qui évolue au 
cours de l’affinage avec une succession levures (Candida, Kluyveromyces, Debaryomyces, 
Rhodotorula) puis bactéries (notamment bactéries corynéformes et Micrococcaceae). 
Cependant, les résultats laissent présager une interaction intéressante entre la cire et le 
sorbate incorporés au réseau protéique dans un mélange de polymères. Le développement 
d’un plan d’expérience pourrait, par exemple, permettre une analyse plus poussée de ces 
interactions avant un essai in situ sur des fromages. 
  
IV-226 
 
IV.11 Conclusions générales et perspectives – Chapitre IV 
Ce travail a démontré la faisabilité de la production d’un matériau à base d’un 
mélange de caséine présure et de cires (jusqu’à 5% m/m de caséine pour la cire d’abeille et 
de carnauba et jusqu’à 1% pour la cire de candelilla) par extrusion bivis avec un débit de 
poudre de 2 kg/h. L’incorporation des trois ingrédients du mélange (caséine présure, cires 
et sorbate de potassium) permet d’obtenir un large éventail de propriétés à la fois 
mécaniques et de barrière à l’eau par exemple tout en satisfaisant les caractéristiques 
nécessaires de transparence pour être utilisés comme emballages alimentaires.  
Plus spécifiquement, l’ajout de cire influence la structure du matériau, la cire extrudée se 
retrouve totalement sous forme d’une phase dispersée équitablement dans la matrice. 
L’origine de la cire quant à elle va affecter le facteur de forme de la phase dispersée, ce qui 
a une influence sur la perméabilité à la vapeur d’eau et les propriétés mécaniques. Ainsi, 
l’ajout de cire d’abeille permet de diminuer d’au moins 20% la perméabilité à la vapeur 
d’eau des films probablement en augmentant la longueur du chemin tortueux 
qu’empruntent les molécules d’eau. La cire d’abeille se démarque des autres cires avec un 
allongement à la rupture plus important et une contrainte maximale plus faible pour le 
matériau à base de cire d’abeille. Les propriétés particulières apportées par l’incorporation 
de cire d’abeille peuvent être expliquées par la structure et les caractéristiques définissant 
cette cire. En effet, certains auteurs font l’hypothèse que la quantité d’acides gras libres 
présent dans la cire d’abeille est responsable de la viscosité particulière de celle-ci. L’effet 
plastifiant de la cire d’abeille peut quant à lui être expliqué par sa température de fusion 
plus faible que celle des autres cires. 
Le sorbate de potassium ajouté au matériau afin d’obtenir un mélange actif s’est révélé 
affecter d’autres propriétés que la réponse antimicrobienne. Le sorbate est efficace à des 
faibles concentrations (5 à 25 fois plus faible que la concentration minimale inhibitrice) 
contre Escherichia coli ATCC 10536 et permet un effet bactériostatique pendant 20 jours. 
La présence d’une teneur en sorbate de 10% affecte les propriétés mécaniques du 
matériau, le sorbate agit comme un plastifiant et augmente l’allongement à la rupture par 
exemple. 
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Les interactions entre les cires et le sorbate de potassium sont encore à approfondir mais, 
cette étude a permis de démontrer un effet synergique antimicrobien (1% de cire et 2% de 
sorbate) qui est économiquement et socialement intéressant pour la réduction des 
conservateurs en agroalimentaire. Un effet similaire de synergie a pu être observé en 
présence de flore fromagère mais seulement pour 10% de sorbate. Le développement d’une 
étude plus large sur plus de microorganismes pourrait apporter des réponses 
supplémentaires concernant les relations entre la composition du matériau et son action 
antimicrobienne. 
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Conclusion générale 
Dans un contexte de développement durable et de sécurité alimentaire, l’objectif de 
ce travail était le développement d’un matériau antimicrobien par une technique de 
production facilement industrialisable. Dans ce projet, différentes exigences ont été 
imposées : l’utilisation de certaines matières premières telles que la caséine afin de 
répondre aux prérequis réglementaires concernant la traçabilité des fromages AOP 
(étiquettes en caséine) et les acides organiques pour répondre à la demande des industriels 
du secteur fromager. Dans un cadre plus général, l’ensemble du secteur alimentaire très 
consommateur d’emballages pétrosourcés cherche à faire face aux changements 
d’habitudes de consommation et aux préoccupations concernant la sécurité alimentaire. 
En effet, les crises sanitaires récentes, l’attrait du « clean label » et des consommateurs 
toujours plus demandeurs d’éco-solutions ouvrent un marché pour des matériaux 
innovants en redéfinissant parfois les critères et la définition des emballages. 
Biodégradabilité, comestibilité, capacité de conservation et production à grande échelle 
ont été les moteurs de ce projet à chaque étape de la réflexion concernant le 
développement, la compréhension et l’optimisation des matériaux. 
La caséine en bonne place en tant que matière première à la fin du XIXème siècle pour la 
fabrication de matériaux (Galalithe) a été délaissée dès l’arrivée des matières synthétiques 
issues de la pétrochimie au milieu du XXème siècle. Comme pour d’autres ressources 
naturelles, la caséine ou plus précisément les caséinates ont été de nouveau étudiés depuis 
quelques décennies pour répondre aux attentes des utilisateurs et consommateurs vers 
des matières plus respectueuses de l’environnement. Cependant, à l’heure actuelle très 
peu de matériaux biodégradables, issus totalement d’une ressource renouvelable sont 
commercialisés. Un des principaux freins à la fabrication et à la commercialisation de ces 
biomatériaux (après le prix élevé de la matière première), provient de la technologie 
couramment utilisée pour la transformation (voie humide ou solvant). Dans ce travail, l’un 
des enjeux, majeur et novateur, a été l’application de la technologie d’extrusion 
(actuellement utilisée pour la production des matériaux synthétiques) à une échelle semi-
industrielle sur toutes les formulations développées.  
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Le procédé d’extrusion des caséinates a été développé dans un brevet [1] puis approfondi 
lors de deux thèses [2], [3]. Cependant, les caséinates, forme neutralisée de la caséine acide, 
sont hydrosolubles et ne correspondent pas à l’application d’emballage alimentaire ou 
d’étiquetage de fromages recherchée. Dans un premier temps, il a donc fallu développer 
un matériau à base de caséine insoluble dans l’eau afin de pouvoir l’appliquer sur des 
denrées alimentaires humides (ex : fromages).  
Deux caséines commercialisées sont insolubles : la caséine acide et la caséine présure. Ces 
deux caséines ont des caractéristiques physico-chimiques différentes entre elles et 
différentes des caséinates. La première étape engagée dans ce travail a été la fabrication 
de matériaux issus de 3 caséines (caséine acide, caséine présure et caséinate de sodium) 
et de caractériser ces matériaux. L’optimisation du procédé d’extrusion a permis de 
transformer des caséines insolubles dans l’eau et des caséinates à des températures 
relativement basses (<75°C) apportant ainsi un attrait economico-environnemental 
supplémentaire. Extraite du lait, la caséine possède une structure et des caractéristiques 
qui dépendront de la méthode d’extraction utilisée (coagulation acide ou enzymatique) et 
des traitements qui lui seront appliqués (neutralisation dans un bain d’hydroxyde). Ces 
caractéristiques propres à la matière première ont pu être reliées aux propriétés observées 
chez les matériaux extrudés à partir de ces caséines. Les caséines « acide » et « présure » 
malgré leur insolubilité dans l’eau ont des réponses différentes face aux molécules d’eau. 
En effet, la caséine présure ayant conservé son calcium colloïdal (contrairement à la 
caséine acide) se lie plus facilement aux molécules d’eau et rend le matériau très sensible 
à l’humidité (teneur en eau et un gonflement supérieurs). Par contre, l’analyse de la 
sensibilité à l’eau en surface par la méthode des angles de contact, laisse supposer un lien 
étroit entre la présence ou non de la partie glycoprotéique de la caséine κ et 
l’hydrophobicité de surface. La caséine présure ayant perdu l’extrémité de la caséine κ 
après coagulation ne possède plus non plus son caractère hydrophile qui est d’ailleurs à la 
base de la stabilisation des micelles du lait.  
Le glycérol qui s’est révélé être un plastifiant adapté pour ces films (en comparaison avec 
d’autres essais non développés dans ce manuscrit). Par sa nature hygroscopique, le 
glycérol a tendance à augmenter l’attraction des molécules d’eau et par conséquent le 
caractère hydro-sensible du matériau. A partir d’un mélange à première vue simple 
composé d’une ressource naturelle (la caséine), d’un plastifiant (le glycérol) et d’eau (par 
ajout ou dans l’environnement), une large gamme de propriétés a pu être observée. 
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L’amélioration de la traçabilité en fromagerie est l’une des applications qui a été envisagée 
dans les autres chapitres avec le développement d’un matériau comestible et 
antimicrobien. Allonger la durée de conservation des denrées, diminuer l’incorporation de 
conservateurs dans les aliments et répondre à la demande de produits prêt à l’emploi, tels 
sont les enjeux actuels autour de films et d’enrobages comestibles antimicrobiens. Dans la 
seconde partie de cette étude, la famille des acides organiques et notamment le benzoate 
de sodium, le sorbate de potassium et le propionate de calcium, couramment utilisés 
comme conservateurs en agroalimentaire, ont été étudiés pour leur capacité 
antimicrobienne sur une souche modèle d’Escherichia coli. Un plan d’expérience a 
notamment permis d’établir les concentrations minimales inhibitrices de ces trois acides 
organiques sous des conditions de culture d’E. coli mimant les caves d’affinage de fromages 
(soit une forte humidité créée par une chambre humide dans les essais de matériaux sur 
agar et une température d’incubation de 15°C). Le sorbate et le benzoate ont montré des 
capacités inhibitrices contre E. coli supérieures au propionate ; CMI de 5 g/L pour le 
sorbate et le benzoate contre plus de 20 g/L pour le propionate. La mise en place du plan 
d’expérience a également permis de voir que sous les conditions d’essai imposées, aucun 
effet synergique antimicrobien n’apparaît lors de l’emploi d’une combinaison de ces agents 
antimicrobiens. Après cette étude théorique des agents actifs et de leurs actions sur 
Escherichia coli, ces derniers ont été incorporés à un film extrudé de caséine présure. Le 
choix de la caséine présure pour la production de matériau n’est pas anodin puisque cette 
caséine s’est révélée précédemment adéquate pour la production d’un matériau insoluble 
(dépôt sur denrée humide) et sensible à l’humidité (tenue du matériau sur la denrée et 
relargage des molécules actives par gonflement induit par l’eau). Le matériau incorporant 
des acides organiques montre des capacités inhibitrices d’Escherichia coli à des 
concentrations jusqu’à 25 fois inférieures à la CMI déterminée dans le plan d’expérience. 
Les contraintes thermomécaniques appliquées en extrusion ne semblent pas avoir affecté 
l’activité antimicrobienne des sels d’acides organiques et l’incorporation de ces composés 
dans la matrice protéique semble apporter une protection supplémentaire contre le 
microorganisme testé. Ce résultat montrant l’importance du choix de la matrice est très 
intéressant d’un point de vue industriel pour la diminution de l’utilisation de 
conservateurs dans les aliments.  
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Deux essais in situ de dépôt de différentes formulations d’étiquettes bio-résistantes 
contenant des acides organiques ont été menés sur des fromages de Comté. Malgré un 
recouvrement rapide des étiquettes par la flore de la croûte de Comté après 1 mois 
d’affinage en cave, les observations de l’évolution des étiquettes et l’analyse de la flore les 
recouvrant ont permis de constater une amélioration de la préservation pour certaines 
formulations dont notamment celles contenant du sorbate de potassium et du benzoate de 
sodium. 
Lors de la production d’un fromage de Comté, après caillage du lait et dépôt des étiquettes 
de traçabilité en caséine, le fromage est pressé pendant 24h, ce qui engendre un flux 
sortant de lactosérum à travers le moule et surtout, à travers les étiquettes en caséine. 
Or, le relargage des acides organiques se fait dans les matrices hydrocolloïdes par un 
gonflement induit par l’eau. Afin de réduire l’impact du gonflement et de la sensibilité à 
l’eau, le développement d’un matériau composite incorporant des composés hydrophobes 
tels que des cires a été envisagé. Le procédé d’extrusion a ainsi permis la transformation 
d’un mélange de caséine présure et de cires, avec une incorporation jusqu’à 5% (m/m de 
caséine) pour la cire d’abeille et pour la cire de carnauba et jusqu’à 1% pour la cire de 
candelilla. L’origine de la cire apporte des propriétés originales à chaque composition dont 
notamment la cire d’abeille qui diminue la perméabilité à l’eau des films d’au moins 20%. 
Avec une température de fusion basse et une quantité d’acides gras libres importante, la 
cire d’abeille agit également comme plastifiant du matériau. En présence de sorbate de 
potassium (agent antimicrobien) dans les formulations, des synergies entre cires et 
sorbate semblent améliorer l’inhibition d’Escherichia coli (1% de cire et 2% de sorbate) et 
l’inhibition de la flore issue de la croûte de Comté (1% de cire et 10% de sorbate).  
Dans ce travail, de nombreux matériaux ont été envisagés, beaucoup ont donné lieu à des 
essais, certains sont développés dans ce manuscrit. Ces essais montrent des propriétés 
différentes à la fois mécaniques et de sensibilité aux molécules d’eau ; ces matériaux ne 
demandent qu’à trouver une application appropriée. D’un matériau hydrosoluble à 
insoluble en passant par des matériaux aux propriétés « barrière » et « antimicrobiennes » 
différentes, l’éventail des opportunités de commercialisation en emballage alimentaire ou 
en étiquetage est vaste. 
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Perspectives 
Le travail présenté ici permet d’avoir un aperçu des possibilités de transformation 
d’une matière première renouvelable par extrusion bivis. Cette technologie permet une 
industrialisation facilitée de la production cependant, des démarches supplémentaires de 
compréhension et de tests seront nécessaires au développement appliqué de ces 
matériaux. En effet, plusieurs pistes de recherches ont été envisagées en complément de 
cette étude et sont présentées dans le schéma suivant : 
 
Schéma récapitulatif des perspectives envisageables à la suite de ce travail de thèse 
 
A partir du schéma récapitulatif ci-dessus, on peut voir qu’il existe différents points 
d’entrée possibles à la poursuite de ce travail de thèse. En effet, dans les paragraphes 
suivants sont développées des pistes de travail (1) concernant la diversité de la matière 
première (caséine et autres ingrédients) puis (2) concernant des modifications applicables 
lors du procédé de fabrication et enfin (3) à propos des propriétés finales du matériau. 
1. De nouvelles caséines apparaissent sur le marché grâce à la tendance actuelle pour 
les régimes hyperprotéinés pour sportifs. De nouvelles techniques d’extraction de 
Perspectives
Matière première
Extrusion
Procédé de fabrication Propriétés du matériau
comestible
thermoplastique
biodégradable
…
Nouveaux ingrédients :
• Polysaccharides
• Protéines
• Cires
• Lipides
Caséines extraites par de nouvelles 
méthodes 
(microfiltration, extraction au CO2)
Mélanges pour la création de 
composites (optimisation des 
propriétés mécaniques et barrières, 
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la caséine comme la microfiltration ont été développées à une échelle industrielle 
afin de fournir une protéine conservant au maximum ses qualités nutritives dont 
notamment les minéraux pour les régimes pour sportifs. Cette technique 
d’extraction permet d’obtenir une caséine dite micellaire avec une structure et des 
caractéristiques différentes de celles étudiées dans le Chapitre II puisque cette 
caséine au niveau de sa structure conserve à la fois la totalité de la caséine κ et 
également les minéraux. Par conséquent, il serait intéressant d’évaluer le potentiel 
de toutes les caséines présentes sur le marché (en fonction de la méthode 
d’extraction) en tant que matière première sur la base d’un matériau plastifié. 
 
La caséine ayant pu être transformée en extrusion avec un profil de vis, un profil 
de température et un savoir-faire particulier, permet de concevoir la possibilité de 
transformation par extrusion d’autres protéines ou d’autres hydrocolloïdes et 
ressources naturelles jusqu’alors transformés par voie solvant pour la formation de 
films et enrobages. A ce jour, aucun matériau plastique à base de protéines ou de 
polysaccharides n’est commercialisé mais les recherches scientifiques s’orientent 
clairement vers le procédé d’extrusion pour permettre une industrialisation 
facilitée. Ainsi, différents amidons, la zéine, les protéines de tournesol, les 
protéines de lactosérum, les caséinates, le gluten de blé, la kératine et les protéines 
de soja ont déjà pu être fabriqués à l’échelle du laboratoire ou pilote par extrusion. 
De nombreuses autres matières premières disponibles telles que les protéines de 
pois, les protéines de pomme de terre ou encore les farines de gluten de maïs restent 
à étudier afin de compléter les connaissances actuelles concernant la processabilité 
des matières d’origines biosourcées.  
 
2. Le procédé d’extrusion bivis en lui-même face à des matières biosourcées restent 
peu compris. En effet, il peut modifier les propriétés d’une formulation comme 
démontré par Janjarasskul et al. [4]. Par conséquent, des formulations testées 
jusqu’alors par voie humide (voie solvant) doivent être testées et optimisées pour 
le procédé d’extrusion. Afin de renforcer les propriétés barrières et mécaniques des 
biomatériaux, des auteurs ont montré qu’il était possible de réticuler l’amidon 
plastifié avec de l’acide citrique [5]. Ces auteurs ont ainsi réalisé l’extrusion 
réactive d’amidon de maïs réticulé, par contre le même procédé n’a pas été possible 
pour un mélange amidon/pectine, ce qui démontre l’importance du choix et de 
l’étude de la matière première. 
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Il pourrait être intéressant d’étudier également l’encapsulation ou bien le greffage 
des molécules actives afin de garder une protection de l’étiquette à plus long terme 
lors de l’affinage. Dans l’exemple du Comté, la flore évolue au cours de l’affinage et 
il a été constaté une succession levures/bactéries au court du temps. Il semblerait 
que le ralentissement dans la croissance des levures après 30 jours d’affinage soit 
lié aux salages et frottages répétés de la croûte et aux conditions à la surface du 
fromage (dont notamment le pH) [6]. Ce changement de conditions pourrait devenir 
un élément déclencheur des molécules actives pour une meilleure protection des 
étiquettes. Boyaci et al. ont d’ailleurs récemment développé un film antimicrobien 
à base de protéines de lactosérum et de lysozyme avec un mécanisme de relargage 
déclenché par une acidification du pH [7]. 
 
3. Afin de créer un matériau de remplacement pour les matériaux synthétiques 
actuels issus de la pétrochimie, les nouveaux matériaux d’origine biosourcée 
doivent se rapprocher des caractéristiques de ces-derniers. En complexifiant les 
mélanges de polymères et en créant de nouveaux mélanges biosourcés avec des 
propriétés supplémentaires que chaque ingrédient seul ne possède pas. Depuis 
quelques années, les recherches scientifiques sur les biopolymères produits par 
extrusion s’orientent d’ailleurs préférentiellement vers des mélanges de 
biopolymères afin d’améliorer les propriétés barrières et mécaniques, la sensibilité 
à l’eau et la stabilité thermique : 
Matrice Référence 
Isolat de protéines de lactosérum dans 
une matrice d’amidon thermoplastique 
Azevedo et al., 2017 [8] 
Amidon de manioc/gélatine Thumthanaruk et al., 2017 [9] 
Amidon de maïs/pectine Róz et al., 2016 [5] 
Caséinate Colak et al., 2015 [10] 
Amidon de maïs/gélatine/cellulose Rodriguez-Castellanos et al., 2015 [11] 
Caséinate Belyamani et al., 2014 [12] 
Isolat de protéines de lactosérum/Cire 
de candelilla 
Janjarasskul et al., 2014 [4] 
 
Un mélange de biopolymères apporte des performances améliorées, c’est pourquoi 
il est intéressant de mélanger des protéines et des lipides afin de conserver une 
bonne barrière aux gaz apportée par les protéines et une bonne barrière à 
l’humidité apportée par les lipides. Pour débloquer le verrou observé dans ce 
manuscrit (concentration de cire >5% impossible à incorporer), des agents 
tensioactifs (comme la lécithine de soja souvent utilisée en formulation 
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agroalimentaire) pourraient par leurs caractères amphiphiles aider les interactions 
matrice protéique/composés hydrophobes. 
D’une manière plus approfondie, il semble intéressant de poursuivre l’analyse et la 
caractérisation des interactions ingrédient/ingrédient formant la matrice polymère 
transformée par extrusion.  
L’activité antimicrobienne d’un matériau « actif » passe par les propriétés de 
relargage de la molécule active et donc par l’étude des interactions entre la matrice 
et le composé antimicrobien. Des analyses de spectroscopie et de chromatographie 
peuvent être envisagées pour suivre différents agents incorporés à des matrices 
afin de déterminer leur capacité de relargage. Dans ce travail, seuls des acides 
organiques ont été incorporés au biopolymère mais, grâce à la technologie 
d’extrusion permettant un temps de séjour de la matière de seulement quelques 
minutes à des températures et pressions relativement basses, un grand nombre 
d’agents de conservation (substances minérales ou organiques, huiles essentielles, 
bacteriocines) peuvent être incorporés et devraient apporter une activité 
antimicrobienne satisfaisante. Dans ce projet, les acides organiques ont été choisis 
pour répondre aux exigences des industriels impliqués, il faudra donc connaitre par 
avance l’application visée par ce type de matériau actif pour choisir les 
conservateurs appropriés et surtout autorisés dans chaque secteur. 
De même, dans ce travail seule une souche d’Escherichia coli (ATCC 10536) a été 
étudiée, il serait intéressant d’obtenir des résultats sur d’autres bactéries à Gram 
négatives (Escherichia coli, Pseudomonas sp., Salmonella sp.), ainsi que sur des 
bactéries à Gram positives (Listeria sp., Bacillus sp., Staphylococcus sp., 
Enterococcus sp.), sur des levures et sur des moisissures. Un travail sur différents 
microorganismes avec des caractéristiques physico-chimiques différentes (méthode 
d’Adhésion Microbienne Au Solvant – MATS) pourrait apporter des informations 
dans la compréhension des interactions mélange de biopolymères 
/microorganismes.  
L’application de toutes ces connaissances pourrait apporter une réduction de la bio-
adhésion en milieu agroalimentaire et permettre une meilleure conservation des 
denrées alimentaires. 
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ANNEXE A : Poster présenté lors de la journée de la recherche de l’EDSIS 
à Saint Etienne le 16 juin 2016 
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ANNEXE B : Publication dans Food Hydrocolloids (Chapitre II) :      
Chevalier E., Assezat G., Prochazka F., Oulahal N. (2017) Development and 
characterization of a novel edible extruded sheet based on different casein 
sources and influence of the glycerol concentration, Food Hydrocolloids, 
https://doi.org/10.1016/j.foodhyd.2017.08.028. 
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Résumé : 
Une triple attente socio-économique dans les domaines du développement durable 
(réduction des matières synthétiques non biodégradables), des solutions naturelles de 
conservation des aliments (tendance du « clean label » par la protection des denrées par des 
emballages actifs et intelligents évitant des additifs à outrance dans les aliments) et de la sécurité 
alimentaire (sécurité microbiologique et traçabilité) est à l’origine du développement de nouveaux 
matériaux à la fois biodégradables, comestibles et fonctionnalisés. Cette recherche 
commencée quelques décennies plus tôt est freinée par un mode de production difficilement 
industrialisable (voie solvant). Cependant, depuis quelques années des procédés applicables à 
l’échelle industrielle sont développées (voie fondue/extrusion).  
Dans le travail présenté ici, la technologie d’extrusion bivis a été appliquée avec succès sur 
différentes matières premières protéiques : la caséine acide, la caséine présure et le caséinate 
de sodium. Extraites toutes trois du lait de vache, ces caséines montrent des caractéristiques 
différentes qui affectent les propriétés du matériau (mécaniques, sensibilité aux molécules 
d’eau). La fonctionnalisation de la matrice par l’ajout d’acides organiques offre un potentiel 
antimicrobien intéressant contre Escherichia coli. Une complexation supplémentaire du 
matériau par incorporation de molécules hydrophobes telles que des cires (cires d’abeille, de 
candelilla et de carnauba) permet d’élargir une fois de plus l’éventail des propriétés disponibles 
pour ces matériaux composites, comme l’amélioration de la propriété barrière à la vapeur d’eau 
apportée par la cire d’abeille. La sensibilité aux molécules d’eau de ce type de matériau étant un 
critère à considérer à chaque étape de développement et de compréhension des interactions inter-
ingrédients (protéine, plastifiant, cires, composés antimicrobiens).  
Ce manuscrit expose le potentiel de développement de matériaux à base de caséine, biodégradables, 
comestibles et antimicrobiens, qu’il s’agit d’appliquer en emballage agroalimentaire tout comme 
dans bien d’autres secteurs. 
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Abstract: 
Development of innovative biodegradable, edible and functionalized material comes 
from a triple socio-economic expectation in the field of sustainable development (decrease in 
synthetic non-biodegradable polymers), of natural solutions for food preservation (trend of 
“clean label” by food protection through active and smart packaging to avoid over-use of food 
additives) and of food safety (microbiological safety and traceability). Development in that field, 
started few decades ago is slowed down by production process (wet process), which is not an easy 
scale up process. However, a few years ago industrial process technique as extrusion started 
developing.  
In the present work, the twin-screw extrusion process was successfully applied to produce polymer 
based on protein raw material: acid casein, rennet casein and sodium caseinate. Extracted 
from caw milk, these three caseins own different characteristics, which affect material properties 
(mechanical, water sensitive properties). Matrix functionalization through organic acid 
addition bring an interesting antimicrobial response against Escherichia coli. Blending 
hydrophobic molecules as waxes (beeswax, candelilla wax and carnauba wax) creates a 
complex composite material which increases the range of available properties as improved water 
vapor barrier allowed by beeswax addition. Water sensitive properties are key points to consider at 
each step of material development and to understand relationships between the different 
ingredients (protein, plasticizer, waxes, antimicrobial agents). 
This manuscript shows the feasibility in the development of casein based material as 
biodegradable, edible and antimicrobial material, to apply and use in the food packaging industry 
or other industries. 
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